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RESUMO 
O papel de relaxina na reprodução masculina ainda é incerto. O knockout para relaxina em machos 
diminui a maturação espermática e estudos de nosso laboratório mostraram que relaxina e seu 
receptor RXFP1 são expressos em células de Sertoli de rato e relaxina promove a proliferação das 
células de Sertoli em cultura, o que pode afetar a espermatogênese indiretamente. Relaxina também 
poderia afetar a espermatogênese diretamente, ao interagir com seu receptor RXFP1 detectado em 
espermátides alongadas. Para investigar o papel de relaxina na espermatogênese, desenvolvemos 
uma cocultura de células extraídas de testículos de ratos de 7 dias de idade, que apresentam, como 
células germinativas, somente células tronco espermatogoniais (SSCs) e espermatogônias 
indiferenciadas. As células foram cultivadas em Matrigel, previamente tratado para remover 
componentes difusíveis que afetam a diferenciação de células germinativas. Após cultivo por 48h, 
na ausência ou presença de 0,5% de soro fetal bovino (FBS) ou relaxina humana H2 100 ng/mL 
(RLN), as células foram mantidas, por 24h, em meio livre de suplemento e cultivadas, por 48 ou 
120h adicionais, na ausência de suplementação. A diferenciação das células germinativas foi 
analisada por imunocitoquímica, imunofluorescência e citometria de fluxo, após 2, 5 ou 8 dias (D2, 
D5 e D8). A razão entre células germinativas e somáticas (G/S) caiu drasticamente de D2 para D5, e 
esta queda não foi afetada por FBS, mas foi parcialmente impedida por RLN, que preservou a 
proporção de células germinativas, especialmente das populações 2C e 4C (espermatogônias e 
espermatócitos). Além disso, RLN aumentou a proporção de células somáticas 4C. A expressão 
gênica e protéica dos seguintes marcadores de diferentes estágios da espermatogênese foi analisada 
por PCR quantitativo ou citometria de fluxo: Plzf (espermatogônias indiferenciadas), c-kit 
(espermatogônias diferenciadas), Sycp3 (células em meiose) e Odf2 (células pós-meióticas). Em D5, 
RLN aumentou significativamente a expressão gênica de c-Kit e Odf2 e a proteica de PLZF e c-KIT. 
RLN aumentou o número de células ODF2-positivas, na imunocitoquímica. Além disso, relaxina 
favoreceu a organização das células testiculares em estruturas semelhantes a túbulos, aumentou o 
número de células mióides e sua organização ao redor dos túbulos, e aumentou a expressão de 
caderina 2 e  β-catenina, que participam de junções célula-célula. O silenciamento da relaxina 
endógena com siRNA impediu a organização das células testiculares em cultura e alterou o balanço 
entre autorrenovação e diferenciação das células germinativas. Estes achados sugerem que a relaxina 
pode desempenhar um papel na espermatogênese, por aumentar o número de células germinativas 
pré e pós-meióticas, e favorecer a organização das células testiculares.
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1. Espermatogênese 
A espermatogênese é o processo de produção do gameta masculino que pode ser dividido 
em duas fases: 1) fase pré-natal, quando ocorre a determinação do sexo masculino e a 
organogênese testicular; 2) fase pós-natal, que consiste na diferenciação das células tronco 
espermatogoniais a espermatozóide (Figura 1). Durante a embriogênese, as células germinativas 
primordiais (primordial stem cells, PGCs) proliferam e expandem. A partir de então, entram num 
período quiescente e se tornam gonócitos. Após o nascimento, em ambos, rato e camundongo, os 
gonócitos recomeçam a atividade mitótica e começam a diferenciar formando as primeiras 
células espermatogoniais, que incluem as células tronco espermatogonias (spermatogonial stem 
cells, SSCs) (Zogbi et al., 2012). As SSCs, por sua vez, sofrem proliferação dando origem às 
espermatogônias, que são as células germinativas mitóticas no testículo adulto. Após a 
puberdade, a espermatogênese envolve quatro eventos distintos: 1) autorrenovação das SSCs, 
mantendo contínua a produção de células germinativas por toda a vida; 2) proliferação e 
diferenciação das espermatogônias, que amplificam o número de células pré-meióticas; 3) 
meiose a espermatócitos; 4) espermiogênese, que é a diferenciação de espermátides redondas a 
espermatozoides (Kierszenbaum, 1994; Hofmann, 2008; Oatley & Brinster, 2012).  
As SSCs apresentam a característica peculiar de serem as únicas células tronco no 
organismo que sofrem autorrenovação ao longo da vida e que transmitem informação genética 
para a prole. As SSCs residem na parte basal do epitélio seminífero, em contato com a 
membrana basal. Morfologicamente, são células únicas, indiferenciadas, que, diferentemente de 
células germinativas mais avançadas, não se conectam a outras células por pontes intercelulares. 
Além de se autorrenovarem, as SSCs podem diferenciar-se em duas células filhas 
espermatogônias A pareadas. Estas, por sua vez, dividem-se para formar cadeias de 4, 8 ou 16 
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espermatogônias A alinhadas. As células A alinhadas diferenciam-se em espermatogônias do 
tipo A1, que sofrem divisão para formar as espermatogônias A2 a A4. A seguir, as 
espermatogônias A4 se dividem para formar espermatogônias intermediárias (In), e estas se 
dividem para produzir espermatogônias B. Finalmente, espermatogônias B se dividem para 
formar espermatócitos primários, que entrarão em meiose para originarem espermátides 
haplóides e espermatozoides (Figura 1; Hofmann, 2008; de Rooij & Russell, 2000).  
SSCs
Apareadas
Aalinhadas
Espermatogônias intermediárias e B (2n, 2C) 
(diferenciadas)
Espermatócitos primários (2n, 4C) 
Espermatogônias A indiferenciadas (2n, 2C)
Espermatogônias A em diferenciação (2n, 2C)  
Espermatócitos secundários (1n, 2C) 
Espermátides (1n, 1C) 
Espermatozoides (1n, 1C) 
M
ITO
SE
M
EIO
SE
ESP
ER
M
IO
G
ÊN
ESE
 
Figura 1. Esquema representativo da espermatogênese em ratos (adaptado de Hofmann, 2008). Entre 
parênteses, a ploidia (2n ou 1n) e o conteúdo de DNA (2C, 4C ou 1C). Em primatas, a população de 
espermatogônias indiferenciadas consiste de espermatogônias Adark e Apale. Depois de um certo número ainda 
indefinido de divisões, a espermatogônia Apale dá origem a espermatogônias em diferenciação, B1 a B4, e esta 
última dá origem aos espermatócitos primários preleptótenos. 
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Pouco se conhece a respeito dos mecanismos moleculares que controlam a 
autorrenovação e a diferenciação de SSCs. Acredita-se que as células somáticas testiculares 
devam fornecer suporte para as SSCs, regulando a sua autorrenovação e diferenciação por meio 
da secreção de fatores importantes e formando microambientes teciduais apropriados, também 
chamados nichos (Oatley et al., 2011). Desta forma, um pool de SSCs é mantido. Fatores 
importantes que regulam a autorrenovação das SSCs incluem GDNF (glial cell-derived 
neurotrophic factor), fator de crescimento de fibroblasto 2 (Fibroblast growth factor 2, FGF2) e 
fator estimulante de colônia  1 (colony-stimulating factor 1, CSF-1) (Oatley & Brinster, 2012). 
Outros possíveis fatores que influenciam a sobrevivência e autorrenovação das SSCs são o fator 
inibitório de leucemia (leukaemia inhibitory factor, LIF) e o fator de crescimento semelhante à 
insulina I (insulin-like growth factor 1, IGF-I). Há evidências de que o repressor transcricional 
Plzf (promyelocytic leukaemia zinc finger protein), codificado pelo gene Zfp145 (ou Zbtb16), 
membro da família de proteínas com dedo de zinco tipo Krüppel (Chowdhury et al., 1987), 
desempenhe um papel crucial na espermatogênese, pois camundongos que não possuem o 
Zbtb16, mesmo sem defeitos notáveis na diferenciação ou no papel de suporte das células de 
Sertoli, sofrem perda progressiva de espermatogônias, associada a apoptose e perda da estrutura 
tubular (Costoya et al., 2004). A expressão de Plzf está confinada a gonócitos e espermatogônias 
indiferenciadas.  Espermatogônias que proliferam também marcam para PCNA (proliferating 
cellular nuclear antigen).  
A falta de marcadores específicos tem dificultado a caracterização de fatores que 
promovem a diferenciação de SSCs in vivo, e a maioria dos estudos tem sido realizada em 
modelos in vitro. Activina A, BMP4 (bone morphogenic protein 4) e neurorregulina 1 são 
candidatos potenciais a um papel na diferenciação de SSCs (Oatley & Brinster, 2012). c-KIT é 
um proto-oncogene que codifica um receptor transmembrana do tipo tirosina-quinase. Sabe-se 
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que c-KIT (receptor presente em espermatogônias diferenciadas) e seu ligante SCF (stem cell 
factor), secretado pelas células de Sertoli, são essenciais para manutenção das células 
germinativas durante a fase pós-natal. Yoshinaga e colaboradores (1991) demonstraram que a 
sobrevivência e proliferação das espermatogônias tipo A diferenciadas é dependente de c-KIT. 
Há evidências de um papel importante do sistema SCF-c-KIT na diferenciação de 
espermatogônias e nas adesões entre células de Sertoli e espermatócitos (Mauduit et al., 1999).  
A espermatogônia tipo B divide-se para originar os espermatócitos preleptótenos, que são 
as células que dão início à meiose, um processo crucial para a espermatogênese durante o qual 
células germinativas diploides se dividem e diferenciam em espermátides haploides.  Isto ocorre 
a partir da puberdade, por meio de uma rodada de duplicação do DNA, seguida por duas rodadas 
consecutivas de segregação cromossômica: a meiose I (movimento dos cromossomos 
homólogos, cada um formado por um par de cromátides irmãs, aos polos opostos) e a meiose II 
(separação das cromátides irmãs em células haploides). Durante a prófase da meiose I, a sinapse 
dos cromossomos homólogos ocorre pela formação de um complexo proteico em forma de zíper, 
conhecido como complexo sinaptonêmico (Jan et al., 2012; Ishiguro et al., 2011). Três 
componentes específicos do complexo foram bem caracterizados em mamíferos: as proteínas do 
complexo sinaptonêmico SYCP1, SYCP2 e SYCP3, também conhecidas como SCPs, 
codificadas pelos genes Sycp1, 2 e 3. SYCP1 é o maior componente do filamento transverso, e 
SYCP2 e SYCP3 estão associados aos elementos axial/lateral do complexo. Sabe-se que 
camundongos knockout Sycp3
-/-
 são inférteis, devido à perda de células germinativas durante a 
meiose (zigóteno) causada pela ativação de mecanismo de morte celular por apoptose (Yuan et 
al., 2000).  
O processo de maturação, ou espermiogênese, consiste de uma marcante reestruturação 
nuclear, com intensa condensação da cromatina, devido à substituição das histonas, e de algumas 
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outras proteínas ligadoras tipo histona, por proteínas nucleares de transição (transition proteins, 
TP1 e TP2, codificadas pelos genes Tnp1 e Tnp2, respectivamente) e estas, por sua vez, por 
protaminas (PRM1 e PRM2) (Zhao et al., 2004). Em camundongos, a transcrição de Tnp1 e 
Tnp2 inicia-se no passo 7 das espermátides, ao mesmo tempo que a de Prm1 e Prm2 (Mali et al., 
1989). Os mRNAs são armazenados nos ribonucleotídeos citoplasmáticos, de 3 a 7 dias antes da 
tradução. A ligação DNA-protamina é a que mais intensamente compacta o DNA, causando o 
fim da transcrição em espermátides alongadas. A análise da expressão desses genes marcadores 
de células haploides é, portanto, um indicador bastante útil do processo de maturação das 
espermátides.  
A diferenciação da espermatogônia a espermatozoide ocorre dentro dos túbulos 
seminíferos e é suportada pelo íntimo contato entre células de Sertoli e germinativas, formando 
uma complexa arquitetura tridimensional (Figura 2, Oatley & Brinster, 2008). As células 
peritubulares mióides circundam os túbulos, dando suporte estrutural, fornecendo fatores de 
crescimento e facilitando o movimento de fluido e esperma ao longo do lume do túbulo. O tecido 
intersticial, entre os túbulos seminíferos, contém células de Leydig (que produzem fatores de 
crescimento e testosterona), vasos sanguíneos e linfáticos e macrófagos (Jan et al., 2012). A 
presença de células peritubulares na periferia dos túbulos seminíferos previne o contato físico 
direto entre as células de Sertoli e as de Leydig. Apesar de não haver o contato físico direto entre 
células peritubulares, células de Leydig e células de Sertoli, elas podem interagir entre si por 
mecanismos parácrinos. A membrana basal é constituída por uma complexa matriz extracelular, 
produzida de forma cooperativa entre células de Sertoli e células peritubulares, sendo essencial 
para a geração e manutenção da integridade estrutural do túbulo e para promover a diferenciação 
estrutural das células (Dym, 1994). 
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As células de Sertoli contribuem para a formação da barreira hematotesticular (BTB), 
uma barreira impermeável que divide o epitélio seminífero em compartimentos basal e 
adluminal, protegendo o desenvolvimento pós-meiótico das células germinativas por impedir o 
contato com a circulação sistêmica (Dym & Fawcett, 1970; Mruk & Cheng, 2004). A barreira 
hematotesticular envolve a formação de junções do tipo tight junctions (TJs), especializações 
ectoplásmicas (ESs), as junções tipo desmossoma e as gap junctions. Durante a 
espermatogênese, essas junções sofrem remodelamento, para facilitar a passagem de 
espermatócitos preleptótenos. Ao mesmo tempo, células germinativas permanecem em íntimo 
contato com as células de Sertoli, por meio de junções tipo desmossoma ou ESs (Kopera et al., 
2010).  
 
Figura 2. Representação esquemática do microambiente de diferenciação de células germinativas em túbulos 
seminíferos (Adaptado de Oatley & Brinster, 2008).  
 
                                                                                                                   Introdução 
 
8 
 
As células de Sertoli desempenham um papel essencial para a espermatogênese (Sharpe 
et al., 2003; Sofikitis et al., 2008), formando um microambiente que possibilita e sustenta a 
geração de espermatozoides. São as únicas células somáticas do túbulo seminífero e limitam a 
expansão da população de espermatogônias, pois cada célula de Sertoli suporta um número 
definido de células germinativas. Além disso, produzem fatores necessários para a 
espermatogênese, como: a) glicoproteínas, que facilitam o transporte de íons e hormônios 
(transferrina e androgen binding protein, ABP) ou que exercem função protetora 
(ceruloplasmina); b) proteases e inibidores de proteases, que desempenham papel importante nos 
processos de remodelamento que ocorrem durante a espermiação, ou durante o movimento de 
espermatócitos preleptótenos para o compartimento adluminal do túbulo seminífero, e c) 
componentes estruturais da membrana basal entre as células de Sertoli e as células peritubulares. 
Diversos outros fatores já foram localizados nas células de Sertoli, como peptídeos vasoativos, 
fatores de crescimento, o ligante de c-kit (SCF), substância inibidora do ducto de Muller (MIS), 
inibina, e GDNF, entre outros. Portanto, a função adequada das células de Sertoli é importante 
para a apropriada diferenciação das células germinativas (Petersen & Söder, 2006). 
O importante papel do sistema SCF-c-KIT para a diferenciação de espermatogônias e nas 
adesões entre células de Sertoli e espermatócitos já foi referido anteriormente. Além disso, 
caderinas também são importantes para a manutenção da estrutura testicular, e a presença de 
RNA mensageiro para as três caderinas clássicas E, P e N (caderinas 1, 3 e 2, respectivamente) já 
foi demonstrada em testículo de rato em desenvolvimento. Dados da literatura mostram que 
testículos de animais imaturos, de 07 dias, expressam níveis mais altos de caderina E (Wu et 
al.,1993), que pode mediar a interação entre células germinativas, e entre espermátides redondas 
e células de Sertoli (Johnson & Boekelheide, 2002). Já testículos de animais de 14 dias 
expressam níveis mais altos de caderina N (Wu et al.,1993), que participa de junções entre 
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células de Sertoli e parece estar envolvida na adesão de células de Sertoli e germinativas, sendo 
observadas nas junções Sertoli-espermatogônias, Sertoli-espermatócitos e Sertoli-espermátides 
alongadas (Johnson & Boekelheide, 2002). 
Os principais reguladores hormonais da espermatogênese parecem ser FSH e 
testosterona, e as células de Sertoli possuem receptores para ambos (Vigier et al., 2004). O 
receptor de andrógeno AR não está presente em células de Sertoli durante o período fetal e 
neonatal, mas sua expressão aumenta progressivamente até a puberdade (You & Sar, 1998; Tan 
et al., 2005; Suárez-Quian et al., 1999). Em animais com knockout seletivo de AR em células de 
Sertoli a meiose de células germinativa é impedida e os animais são inférteis (Tan et al., 2005). 
Embora férteis, animais knockout para receptor de FSH apresentam contagem espermática 
reduzida (Sairam & Krishnamurthy, 2001). FSH, sozinho ou em sinergismo com testosterona, é 
capaz de prevenir a perda de células germinativas ou de restaurar a espermatogênese em animais 
hipofisectomizados, e ambos, FSH e testosterona, previnem apoptose de células germinativas 
(Vigier et al., 2004).   
Embora as características morfológicas e estruturais da espermatogênese estejam 
relativamente bem esclarecidas, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares de regulação do 
evento. FSH e testosterona desempenham um papel fundamental sobre a espermatogênese, mas a 
regulação desse processo envolve diversos outros fatores endócrinos e/ou parácrinos (Cheng et 
al., 2010; Oatley & Brinster, 2012). Existem evidências recentes de que relaxina pode exercer 
um papel importante para a espermatogênese, e este tópico será o objeto do presente estudo. 
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2. Evidências para um possível papel de relaxina na espermatogênese 
Relaxina é um hormônio peptídico de aproximadamente 6 KDa, de estrutura semelhante à 
insulina, que atua através da interação com os receptores RXFP1 e RXFP2. Esses receptores são 
membros da família de receptores acoplados à proteína G (GPCRs), pertencentes à subfamília de 
receptores com domínios repetidos de leucina (Bathgate et al., 2013), à qual pertencem também 
os receptores de gonadotrofinas (LHR e FSHR) e o receptor de hormônio tireoestimulante 
(TSHR).  A relaxina humana liga-se a RXFP1 e RXFP2 com afinidade semelhante (Hsu et al., 
2002). Entretanto, estudos in vivo têm demonstrado que o ligante endógeno de RXFP2 é o 
peptídeo semelhante à insulina de células de Leydig (INSL3) (Bogatcheva et al., 2003; Feng et 
al., 2006).  
Relaxina foi inicialmente descrita por seu papel importante na fisiologia feminina, para 
relaxar o ligamento interpúbico no momento do parto (Sherwood, 2004; Dschietzig et al., 2006). 
Entretanto, vários outros papéis importantes já foram descritos. Relaxina pode participar na 
regulação do crescimento e diferenciação das células do câncer mamário em cultura, dilatação 
dos vasos sanguíneos em vários tecidos, incluindo útero, glândulas mamárias, pulmão e coração, 
ação cronotrópica positiva, inibição da liberação de histamina dos mastócitos, diminuição da 
agregação plaquetária, aumento da sede, da secreção de vasopressina, de prolactina, e inibição da 
secreção de hormônio luteinizante. Acredita-se que relaxina tenha um papel na expansão do 
volume de líquido extracelular acompanhada de retenção de sódio e água, observada durante a 
gravidez, e receptores de relaxina já foram identificados em áreas do cérebro que regulam ajustes 
de volume sanguíneo. Além disso, relaxina pode liberar peptídeo natriurético atrial (ANP), que 
também tem ações importantes na homeostasia do fluido corporal (Sherwood, 2004; Dschietzig 
et al., 2006).  
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Com a recente disponibilidade de animais knockout para relaxina ou seus receptores, tem 
sido possível estabelecer a importância fisiológica desse hormônio. Relaxina tem um efeito 
antifibrótico em diversos tecidos e o camundongo knockout para relaxina é um modelo de fibrose 
(Samuel et al., 2003a e b; Samuel et al., 2005). Relaxina interfere com o metabolismo de 
colágeno e aumenta a atividade de metaloproteinase em tecidos uterinos, cardíacos, vasculares e 
renais (Jeyabalan et al., 2003, 2007; Lenhart et al., 2001; Mookerjee et al., 2005). 
O papel de relaxina na reprodução masculina ainda não está bem estabelecido (Ivell et 
al., 2011; Nascimento et al., 2012a). Inicialmente acreditava-se que relaxina era produzida 
principalmente pela próstata, e liberada para o fluido seminal, para afetar a motilidade 
espermática (Kohsaka et al., 2003; Sasaki et al., 2001; Sherwood, 2004). As evidências para isso 
foram: antissoro contra relaxina reduziu a motilidade espermática (Sarosi et al., 1983); relaxina 
estimulou  a motilidade espermática e atenuou o declínio na porcentagem de espermatozoides 
móveis (Essig et al., 1982); relaxina recuperou a motilidade espermática diminuída (Lessing et 
al., 1986); relaxina melhorou a penetração do espermatozoide no muco cervical (Brenner et al., 
1984) e relaxina recombinante ligou-se a espermatozoides com alta afinidade (Carrell et al., 
1995). Além disso, foi recentemente descrito que o receptor de relaxina RXFP1 é expresso no 
espermatozoide humano, localizado principalmente na região acrossômica, e que relaxina 
influencia a motilidade espermática, a capacitação e a reação acrossômica, além de manter altos 
níveis de atividade mitocondrial e baixos níveis de apoptose (Gianesello et al., 2009; Ferlin et 
al., 2011; Miah et al., 2006). Anticorpo contra RXFP1 foi capaz de abolir os efeitos observados 
na presença de relaxina (Ferlin et al., 2011). 
O papel de relaxina na reprodução masculina, entretanto, não parece limitar-se a uma 
ação nos espermatozoides. O knockout de relaxina causa infertilidade masculina e um atraso no 
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desenvolvimento testicular apresentando: 1) diminuição da maturação espermática: túbulos 
seminíferos de camundongos normais de 3 meses de idade apresentam grande quantidade de 
espermatozoides maduros dispostos no centro dos túbulos, ao contrário do que foi observado em 
animais Rln-/- que apresentavam espermatozoides imaturos; 2) aumento na deposição de 
colágeno: túbulos seminíferos de animais knockout apresentaram maior deposição de colágeno já 
com uma semana de idade, em animais adultos também foi observado o aumento de colágeno no 
interstício; 3) diminuição do crescimento prostático relacionado à idade, associado com 
diminuição do crescimento do epitélio glandular e aumento do colágeno intersticial; 4) aumento 
de marcadores de apoptose (Bax e caspase-9) (Samuel et al., 2003a e b). Animais knockout para 
Rxfp1 apresentam fenótipo muito semelhante ao de animais Rln-/- (Krajnc-Franken et al., 2004),  
enquanto o fenótipo de animais knockout para Rxfp2 (Overbeek et al., 2001; Gorlov et al., 2002) 
é muito semelhante ao de animais Inls3-/- (Zimmermann et al.,1999; Nef & Parada, 1999), 
sugerindo que RLN é o ligante endógeno para RXFP1 e INSL3é o ligante endógeno para RXFP2 
(Nascimento et al., 2012a).  
Nosso laboratório vem estudando a expressão e a função de relaxina e seu receptor no 
trato reprodutor masculino (Filonzi et al., 2007; Cardoso et al., 2010, Nascimento et al., 2012a e 
b). Relaxina e seu receptor RXFP1 foram localizados em testículo, sugerindo um possível papel 
parácrino/autócrino do hormônio nesse tecido. A quantificação dos níveis de RNA mensageiro 
para relaxina mostrou que testículos de animais de 15 dias são uma fonte mais rica em relaxina 
que testículos de animais adultos. A proteína relaxina foi identificada no epitélio seminífero 
tanto de animais de 15 dias como adultos (120 dias), e o receptor RXFP1 foi localizado em 
células de Sertoli de animais de 15 dias e em células da linhagem germinativa (animais adultos), 
com especial destaque para espermátides alongadas. Também em espermátides alongadas, 
detectamos a expressão de RXFP2, cujo ligante endógeno é o hormônio INSL3, produzido pelas 
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células de Leydig, mas que também pode ser ativado por relaxina humana (Hsu et al., 2002). 
Relaxina é capaz de estimular a proliferação de células de Sertoli em cultura (Cardoso et al., 
2010), por um mecanismo dependente da ativação das vias MEK/ERK1/2 e PI3K/AKT 
(Nascimento et al., 2012b). Há evidências na literatura de que MAPKS são importantes 
reguladores de processos críticos para a espermatogênese, como divisão celular, diferenciação, 
sobrevivência e morte (Wong & Cheng, 2005; Godet et al., 2008; Li et al., 2009). Além disso, 
MAPKs possuem um envolvimento importante na reestruturação de junções do epitélio 
seminífero, especialmente das especializações ectoplasmáticas (ES), específicas do testículo, que 
contribuem tanto para a adesão entre células de Sertoli, na barreira hematotesticular, como entre 
células de Sertoli e espermátides em desenvolvimento, no compartimento adluminal. As MAPKs 
regulam as junções do epitélio seminífero por meio dos efeitos sobre o turnover de proteínas 
associadas com as junções, produção de proteases e inibidores de proteases, e estrutura de 
citoesqueleto (Wong & Cheng, 2005).   
Relaxina poderia desempenhar um papel direto na espermatogênese, tanto por interferir 
na fase inicial de proliferação e diferenciação de espermatogônias, como na fase final, de 
espermiogênese. Para o esclarecimento desse possível papel da relaxina é de fundamental 
importância a utilização de um modelo de espermatogênese in vitro. Entretanto os modelos 
disponíveis até o momento apresentam limitações para esse tipo de estudo.  
 
3. O desafio da espermatogênese in vitro 
A produção de gametas tem inspirado cientistas de muitas gerações a desenvolver 
métodos que permitam investigar e intervir no complexo processo de diferenciação que leva à 
produção de espermatozoides e oócitos (Hunter et al., 2012).  
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Culturas de órgãos de tecido testicular de várias espécies se mostraram capazes de manter 
a estrutura espacial do epitélio seminífero e a comunicação entre células somáticas e 
germinativas in vitro (Goldschmidt, 1915). Nas décadas de 60 e 70, estudos de Anna e Emil 
Steinberger (1966 e 1970) demonstraram o efeito da temperatura e de hormônios na 
sobrevivência do tecido testicular in vitro. A partir da década de 80, a maioria dos estudos 
realizados têm utilizado culturas convencionais, nas quais células germinativas são cultivadas na 
presença de feeder cells (Stukenborg et al., 2009). Células imortalizadas têm sido utilizadas 
como suporte em estudos sobre autorrenovação e diferenciação de células germinativas, como 
por exemplo: 15P-1 (células de Sertoli imortalizadas, Vincent et al., 1998); Vero (células 
provenientes de rim, Chen et al., 1994 e Souza et al., 2002) e STO (fibroblastos imortalizados, 
Yeh et al., 2011). 
Por outro lado, monoculturas de células germinativas parecem ser a abordagem ideal para 
o entendimento da expressão de genes e do papel de fatores testiculares na diferenciação (Hunter 
et al., 2012). Entretanto, monoculturas apresentam baixa viabilidade em relação a protocolos de 
coculturas (Creemers et al., 2002). Já as culturas mistas facilitam a manutenção de células 
germinativas, mas ao mesmo tempo, dificultam o estudo de fatores envolvidos na sua 
diferenciação, já que muitos fatores continuam sendo produzidos pelas células em cultura. 
Outros estudos exploraram o papel de fatores de crescimento e hormônios na proliferação de 
espermatogônias e na progressão meiótica e, de maneira geral, evidenciaram a importância da 
presença de células somáticas (van der Wee et al., 2001; Yu et al., 2005; Hunter et al., 2012; 
Sato et al., 2012).   
Células de Sertoli adultas são sensíveis à manipulação e suscetíveis a lise durante o 
isolamento por digestão enzimática, consequentemente, podem não formar adequadamente as 
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junções com células germinativas em diferenciação durante o cultivo (Sá et al., 2008) e, 
portanto, não reproduzir o microambiente necessário. Uma alternativa frequente é o uso de 
células de Sertoli provenientes de animais imaturos - que podem ser isoladas com poucas etapas 
de digestão – combinadas a células germinativas em diversas fases de diferenciação. Além disso, 
células de Sertoli provenientes de animais imaturos são mitóticamente ativas e capazes de 
responder ao estímulo hormonal, porém não expressam certos fatores de crescimento ou 
proteínas importantes para adesão e sobrevivência das células germinativas (Hunter et al., 2012).  
 Explorando ainda mais o conceito de nicho, o microambiente ideal para diferenciação das 
células germinativas é formado pela interação com células somáticas e também pela interação 
com a matriz extracelular, que participa da adesão e da regulação da resposta aos estímulos das 
células circundantes. O nicho tem um importante papel na decisão da SSC em se autorrenovar ou 
diferenciar e envolve uma interação complexa entre SSCs, células-filhas em diferenciação, 
células somáticas vizinhas e a matriz extracelular (Hofmann, 2008). Sendo assim, culturas em 3 
dimensões (3D; Mahmaoud et al., 2012 e Sato et al., 2012) ou o papel do substrato utilizado 
passaram a ser estudados. 
Células de Sertoli cultivadas em plástico geralmente se mostram indiferenciadas e, 
quando cultivadas sobre laminina e colágeno tipo IV, desenvolvem uma forma cuboide e se 
assemelham mais à morfologia observada in vivo. Um aumento crítico na diferenciação de 
células de Sertoli em cultura foi observado quando cultivadas sobre uma camada espessa de 
extrato de matriz extracelular de tumor Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) de camundongo (Hadley 
et al., 1988) – atualmente comercializado como Matrigel (Becton Dickinson). 
Células de Sertoli e germinativas de ratos de 5 dias de idade também foram cultivadas 
sob Matrigel em diferentes concentrações. Os resultados observados demonstraram que a 
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aplicação da matriz sobre as células permitiu a formação de uma arquitetura composta por 
múltiplas camadas, semelhante à estrutura testicular. Além disso, a proteína c-KIT teve sua 
expressão aumentada, o que confirmou a integridade funcional deste sistema de cocultura (Yu et 
al., 2005). 
Lee e colaboradores (2006) observaram a diferenciação pós-meiótica de células 
germinativas de ratos imaturos, em modelo de cocultura 3D, com células de Sertoli em gel de 
colágeno, com ou sem Matrigel. A diferenciação meiótica também foi observada em culturas de 
células germinativas de camundongos imaturos em SACS (soft-agar culture system), sistema 
inicialmente utilizado para cultura de células hematopoiéticas (Stukenborg et al., 2008 e 2009; 
Elhija et al., 2011).  
Apesar das inúmeras abordagens disponíveis, ainda não foi possível produzir in vitro 
espermatozoides maduros a partir de células germinativas pré-meióticas. Os protocolos mais 
promissores, que permitiram a progressão meiótica, foram capazes de produzir espermátides 
arrendondadas. Recentemente, entretanto, Sato e colaboradores (2011) descreveram a produção 
de espermatozoides funcionais in vitro a partir de fragmentos de testículos de camundongos 
recém-nascidos cultivados em gel de agarose, e demonstraram sua funcionalidade pela 
capacidade de dar origem à progênie, após injeção intracitoplasmática em oócitos. 
Em resumo, os modelos de cultivo de células germinativas desenvolvidos até o momento 
têm visado principalmente à manutenção das SSCs ou a obtenção do gameta masculino in vitro, 
para técnicas de fertilização, mas nenhum se mostra apropriado para a caracterização dos passos 
afetados por fatores que influenciam o processo de espermatogênese.  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                             Objetivos 
                                                                                                                      Objetivos 
 
18 
 
O objetivo do presente projeto foi investigar o papel de relaxina sobre a espermatogênese, 
avaliando seu papel sobre a proliferação e diferenciação de células da linhagem germinativa 
(gonócitos, espermatogônias, espermatócitos e espermátides). Desde que uma das principais 
limitações para o estudo de fatores que influenciam a diferenciação de células germinativas 
consiste na falta de um sistema in vitro apropriado, procuramos estabelecer condições de cultivo 
de células do epitélio seminífero apropriadas para esse estudo.  
As seguintes etapas foram desenvolvidas: 
 
I. Padronização de uma cocultura de células testiculares de animais de 7 dias de idade 
1) Caracterização do número de células somáticas e germinativas, de diferentes conteúdos 
de DNA e do efeito da matriz extracelular  
2) Acompanhamento da diferenciação de células germinativas em cocultura após expressão 
transiente da proteína verde fluorescente GFP  
3) Caracterização dos tipos celulares presentes na cocultura por imunocitoquímica e 
imunofluorescência 
 
II. Efeito da relaxina sobre a espermatogênese in vitro. 
1) Expressão de relaxina e receptores RXFP1 e RXFP2  
2) Efeitos dos diferentes protocolos de suplementação sobre o número de células somáticas 
e germinativas 
3) Efeitos dos diferentes protocolos de suplementação sobre a expressão de relaxina, 
receptores RXFP1 e RXFP2, e marcadores de diferentes etapas da espermatogênese 
4)  Efeitos da relaxina sobre a organização celular e tubulogênese, em culturas 2D ou 3D. 
 
III. Efeito do silenciamento da relaxina endógena 
1) Sobre marcadores da espermatogênese 
2) Sobre a organização celular 
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1. Animais 
 Foram utilizados ratos Wistar, Rattus norvegicus, machos, da colônia 2 BAW (Valle, 1949), 
de 07 dias de idade, provenientes do Biotério do Instituto Nacional de Farmacologia e Biologia 
Molecular (INFAR), da Universidade Federal de São Paulo - Escola Paulista de Medicina 
(UNIFESP/EPM). Os animais foram mantidos em condições padronizadas de temperatura (23º a 
25ºC) e iluminação (ciclo 12 horas claro/escuro), recebendo água e dieta ad libitum.  
 Os procedimentos foram autorizados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP/EPM 
(Processo 0937/10, Anexo I). 
 
2. Estabelecimento da cocultura primária de células testiculares 
Para cada cultivo, testículos de 24 animais de 7 dias de idade foram removidos, separados 
dos tecidos adjacentes e colocados em meio de cultivo DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle 
Medium/Nutrient Mixture F-12, 1:1 vol/vol), sem vermelho de fenol (Gibco by Life 
Technologies Corporation; EUA, Reino Unido, Nova Zelândia), contendo 0,02 g/L de 
gentamicina (Sigma-Aldrich, EUA), aquecido a 37ºC. Os procedimentos subsequentes foram 
realizados em fluxo laminar e adaptados de Lucas e colaboradores (2008 e 2010). Os testículos 
foram transferidos para o meio de cultura em placa de 100 mm estéril, dissecados e, em seguida, 
a cápsula testicular juntamente com a artéria testicular foram removidas. Os testículos, sem a 
cápsula, foram transferidos para outra placa de cultura, cortados em pequenos fragmentos e 
submetidos a três etapas de digestão enzimática: a primeira utilizando tripsina (0,1 mg/mL) e 
DNase (0,02 mg/mL), por 30 minutos, a 37ºC, sob agitação; a segunda utilizando glicina (1M), 
EDTA (2 mM), STI (Soybean Trypsin Inhibitor - inibidor de tripsina; 0,1 mg/mL) e DNase 
(0,02 mg/mL), por 10 minutos, à temperatura ambiente; e a terceira utilizando colagenase IA 
(0,1 mg/mL) e DNase (0,005 µg/mL), por 30 minutos, a 37ºC, sob agitação. Todas as enzimas 
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eram provenientes da Sigma-Aldrich Co. (EUA) e foram diluídas em meio DMEM/F12. Os 
túbulos e/ou as células foram lavados, entre cada etapa descrita acima, com meio de cultura e 
sedimentados por centrifugação (800 Xg, por 2 minutos, a temperatura ambiente). Ao final, as 
células isoladas foram ressuspensas em meio de cultura e contadas em câmara de Newbauer. A 
densidade de células plaqueadas foi determinada de acordo com cada finalidade. As células 
foram cultivadas em meio DMEM/F12 contendo 0,02 g/L de gentamicina, mantidas a 35ºC e 
5% de CO2 por diferentes períodos de tempo (2, 5 ou 8 dias). 
 
Avaliação do efeito da matriz  
Aproximadamente 3,5x10
6
 células, num volume de 3 mL de líquido nutritivo, foram 
aplicadas em placas de 60 mm de diâmetro e cultivadas por 8 dias em placas cobertas com: 
a) fina camada de Matrigel (Becton Dickinson, EUA), diluído 8 vezes em tampão 
fosfossalino (PBS), com a seguinte composição: NaCl 137nM, KCl 2,68nM, Na2HPO4 
8,03nM, KH2PO4 1,47nM, pH 7,4; 
b) fina camada de Matrigel, diluído 8 vezes e pré-incubadas com meio de cultura 
(DMEM/F12) por 20h em a 35ºC e 5% CO2, com o objetivo de retirar componentes do 
Matrigel que se difundissem para o meio nutritivo, minimizando seu possível efeito sobre 
a diferenciação celular (Matrigel tratado) ; 
c) Gelatina (gelatin type B from bovine skin, Sigma-Aldrich) 0,2% em PBS.  
 
Efeito da suplementação  
 As células foram cultivadas por diferentes períodos (2, 5 e 8 dias) em placas cobertas com 
Matrigel tratado (3,5x10
6
 células, em placas de 60 mm de diâmetro). As células foram cultivadas 
na ausência de suplementação (SS), ou na presença das seguintes suplementações: 
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a) 0,5% de soro fetal bovino (FBS, fetal bovine serum, Gibco); 
b) Relaxina 2 humana (Phoenix Pharmaceuticals, EUA) 100 ng/mL (RLN ou hRLN) - a 
concentração de relaxina no plasma seminal humano é de aproximadamente 60 ng/mL 
(Ferlin et al., 2012). 
Análise morfológica: Foi realizada por microscopia óptica (AxioVert 40CFL, Zeiss; e Nikon 
Eclipse Ti-U, Nikon) ou DIC (differential interference contrast), em microscópio confocal LSM 
780 Zeiss. 
 
3. Citometria de fluxo 
Aproximadamente 3,5x10
6
 células foram plaqueadas e, então, cultivadas por 2, 5 ou 8 dias, 
em placas de 60 mm de diâmetro, cobertas com Matrigel tratado. Para o ensaio de citometria de 
fluxo, foram tripsinizadas (1X tripsina-EDTA, Gibco) e ressuspensas em PBS. A suspensão de 
células foi lavada com PBS, por centrifugação. A seguir, as células foram fixadas em etanol 70% 
e armazenadas a 4
o
C, até o momento da marcação e análise (no máximo 7 dias). Após duas 
lavagens por centrifugação, as células foram incubadas com solução de bloqueio, PBS + 1% 
BSA (soroalbumina bovina), contendo saponina (0,01%), por 30 min, em lenta rotação em 
homogeneizador de sangue. A seguir, as células foram incubadas com anticorpos primários 
(Tabela 1) em solução de bloqueio, por 2 h à temperatura ambiente, em lenta rotação em 
homogeneizador de sangue. Após lavagem com PBS contendo saponina (0,01%), as células 
foram incubadas com anticorpo secundário conjugado ao fluoróforo – AlexaFluor 488 
(Molecular Probes, Life Technologies Corporation; Tabela 1), em solução de bloqueio, por 1h à 
temperatura ambiente. Após lavagens com PBS, as células foram tratadas com RNase A 
(Invitrogen, Life Technologies Corporation) 100 μg/mL, por 5 min a temperatura ambiente, e 
coradas com iodeto de propídeo (PI, Invitrogen), 50 μg/mL, por 30 min no gelo. Para estabelecer 
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os padrões de conteúdo de DNA, utilizamos espermatozoides extraídos da cauda do epidídimo e 
dispersão de células testiculares (suspensão de células obtida como descrito acima, porém não 
cultivadas) de animais de 7 e 60 dias de idade. Células não marcadas foram utilizadas para 
definir o limite de leitura negativa. Para avaliar a especificidade da marcação dos anticorpos 
primários e secundários, as células foram incubadas com controles isotípicos (IgG do animal no 
qual foram produzidos os anticorpos primários), ou somente com o anticorpo secundário.  
Tabela 1. Diluições e procedências dos anticorpos selecionados para citometria de fluxo. 
 Diluição do anticorpo primário 
Diluição do anticorpo 
secundário 
PLZF 
1:50 
(coelho, Abcam – ab39354) 
 
 
1:100 
(galinha anti-coelho, Alexa Fluor 
488, Invitrogen, A21441) 
c-KIT 
1:50 
(C19, coelho, Santa Cruz – sc168) 
SYCP3 
1:50 
(coelho, Abcam – ab15093) 
Controle isotípico 
1:50 
(IgG de Coelho, Santa Cruz – sc3888 ) 
Vimentina 
1:50 
(conjugado a Alexa Fluor 488, Cell Signaling - #9854) 
- 
 
As medidas de dispersão frontal de luz FSC (forward scatter), que está relacionada às 
características de tamanho, e as de dispersão lateral de luz SSC (side scatter), relacionada às 
características de granulosidade da célula, foram utilizadas na avaliação do tamanho celular. A 
fluorescência foi medida em FACS Calibur (Becton Dickinson), a 488 nm, em canal FL1-H para 
avaliar a expressão dos marcadores, e em canal FL2-H (escala logarítimica) para avaliar o 
conteúdo de DNA. Os resultados foram analisados com software FlowJo (Tree Star). 
Para estabelecer os padrões de conteúdo de DNA, utilizamos espermatozoides extraídos da 
cauda do epidídimo e dispersão de células testiculares (suspensão de células obtida como 
descrito acima, porém não cultivadas) de animais de 7 e 60 dias de idade. Células não marcadas 
foram utilizadas para definir o limite de leitura negativa. Para discriminar as populações de 
células somáticas e germinativas foi utilizado anticorpo contra a vimentina - Vimentin (D21H3) 
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XP rabbit mAb Alexa Fluor 488 conjugate, Cell Signalling - (Albert et al., 2012; Eguizabal et 
al., 2011), uma proteína de filamento intermediário de citoesqueleto expressa por células de 
origem mesenquimal (Chaw et al., 2012). Para cálculo da razão entre o número total de células 
germinativas e somáticas (G/S) foi feita a dupla marcação com vimentina e PI, sendo a 
população de células germinativas (G) negativa para vimentina e positiva para PI, e a população 
de células somáticas (S) positiva para vimentina e positiva para PI.  
Para o cálculo da expressão dos diferentes marcadores de células germinativas utilizamos 
a análise population comparison, disponível no software FlowJo. Essa análise permite sobrepor 
os histogramas da amostra aos do controle e, por meio do algoritmo overton cumulative 
histogram subtraction (Overton, 1988), obter a porcentagem de células positivas pela subtração 
do controle (Figura 3).  
NM- PLZF+ cKIT+ SYCP3+AF488-
 
 
Figura 3. Análise da expressão de marcadores de diferenciação de células germinativas por citometria de 
fluxo. Histogramas representativos da dispersão de células testiculares de animais de 60 dias de idade. Os gráficos 
preenchidos representam a amostra marcada com o respectivo anticorpo (indicados na figura e destacados por cores 
diferentes) e os gráficos vazados representam a marcação do controle isotípico. Células não marcadas (NM) estão 
representadas no quadro à esquerda. 
 
 
4. Transfecção transiente de pEGFP-N1 
 No terceiro dia de cultivo, após sincronização obtida por retirada da suplementação, células 
cultivadas em Matrigel tratado foram submetidas à transfecção transiente com 8 µg de DNA do 
plasmídeo para expressão da proteína verde fluorescente em células de mamíferos (pEGFP-N1; 
Clontech), utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen), seguindo as recomendações do 
fabricante. Após 8h na presença do coquetel de transfecção em meio Opti-MEM (Gibco), as 
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placas foram lavadas com PBS e mantidas em DMEM/F12, na presença de soro. No sexto dia de 
cultivo, 72 h após transfecção, as placas foram fotografadas em microscópio confocal (LSM 780 
Zeiss). 
 
5. Ensaio de tubulogênese em cocultura 3D 
Para avaliação da organização celular (esferas) e da capacidade de invasão na matriz 
(espículas), as células foram: 1) plaqueadas em placas de 24 poços sobre uma camada espessa de 
Matrigel puro, ou diluído 1:2 e 1:4, ou 2) previamente misturadas ao Matrigel e aplicadas ao 
poço (Arnaoutova et al., 2009; Mahmoud, 2012). Em ambas as situações, as células foram 
cultivadas em DMEM/F12, suplementado ou não, por até 8 dias, e analisadas por microscopia 
ótica. 
 
6. Imunocitoquímica (ICC) e Imunofluorescência (IF) 
Células cultivadas por 5 dias em lamínulas cobertas com Matrigel, para imunocitoquímica, 
ou em placas de 24 poços cobertos com Matrigel tratado, para imunofluorescência. Após 
lavagens com PBS, foram fixadas com paraformaldeído 4% (Electron Microscopy Sciences, 
EUA), por 15 min, e lavadas com PBS. O bloqueio da peroxidase endógena para reações de 
imunocitoquímica foi realizado com peróxido de hidrogênio 0,3%. As células foram incubadas 
com glicina 0,1M por 5 min, temperatura ambiente, e, a seguir, foram permeabilizadas com 
saponina (0,01%), em solução de bloqueio contendo 1% BSA, por 30 min a temperatura 
ambiente. Em seguida, as células foram incubadas com anticorpos primários (Tabela 2), por 16 h 
(overnight) a 4ºC. Após lavagens, foram incubadas com anticorpos secundários, conjugados à 
peroxidase (ICC) ou marcados com fluoróforo (IF, Tabela 2), em solução de bloqueio, por 1h à 
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temperatura ambiente. Reações de ICC foram reveladas com DAB Kit (Vector Laboratories, por 
5 min) e as células foram contracoradas com azul de metileno 0,3%. A análise dos resultados foi 
realizada em microscópio Nikon Eclipse E800, e as imagens foram capturadas por câmera digital 
CoolSNAP-Pro e analisadas com  o programa Image-Pro Express (Media Cybernetics).  No caso 
de imunofluorescência, os núcleos foram marcados com DAPI (4’-6-diamidino-2-phenylindole; 
Invitrogen; 1:50). As imagens foram capturadas em Operetta - High Content Screening System 
(PerkinElmer, EUA) e as análises realizadas em Volocity 3D Image Analysis Software 6.3 
(PerkinElmer, EUA). O contraste e o brilho das fotomicrografias dos diferentes grupos 
experimentais foram ajustados de maneira idêntica. As cores dos fluoróforos foram ajustadas 
para permitir melhor visualização das marcações. Controles negativos foram realizados na 
ausência de anticorpo primário.  
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Tabela 2. Diluições e procedências dos anticorpos utilizados na imunocitoquímica e/ou imunofluorescência. 
 
Diluição do anticorpo 
primário 
Diluição do anticorpo 
secundário para ICC 
Diluição do anticorpo secundário para IF 
Relaxina 
1:100 
(Abcam, ab70803) 
1:200 
(GE Healthcare) 
 
RXFP1 
1:50 
(Santa Cruz, sc-22013) 
1:100 
(Jackson) 
__ 
1:50 
(Phoenix, G-001-53) 
__ 
1:200 
(Alexa Fluor 647, A21443 
 ou Alexa Fluor 488 A21441, Invitrogen) 
RXFP2 
1:100 
(Phoenix, G-001-54) 
1:250 
(GE Healthcare) 
1:200 
(Alexa Fluor 647, A21443 
 ou Alexa Fluor 488 A21441, Invitrogen) 
PLZF 
1:100 
(Santa Cruz, sc-11146) 
1:250 
(Jackson) 
1:200 
(Alexa Fluor 594, A11058, Invitrogen) 
c-KIT 
1:50 
(Santa Cruz, sc-168) 
1:200 
(GE Healthcare) 
1:200 
(Alexa Fluor 647, A21443, Invitrogen) 
SYCP3 
1:200 
(Abcam, ab15093) 
1:200 
(GE Healthcare) 
1:200 
(Alexa Fluor 647, A21443, Invitrogen) 
ODF2 
1:50 
(Santa Cruz, sc-23135) 
1:250 
(Jackson) 
__ 
PRM 2 
1:50 
(Santa Cruz, sc-23104) 
1:250 
(Jackson) 
__ 
Vimentina 
1:100 
(conjugado a Alexa Fluor 
488, Cell Signalling, #9854) 
__ __ 
FSHR 
1:50 
(Santa Cruz, sc-7798) 
__ 
1:200 
(Alexa Fluor 594, A11058, Invitrogen) 
α-SMA 
1:1000 
( Sigma-Aldrich, A 2547) 
__ 
1:200 
(Alexa Fluor 546, A10036, Invitrogen) 
3β-HSD 
1:200 
(Abcam, ab65156) 
__ 
1:200 
(Alexa Fluor 647, A21443, Invitrogen) 
CDH2 
1:50 
(Santa Cruz, sc-7939) 
__ 
1:200 
(Alexa Fluor 647, A21443, Invitrogen) 
CTNNB1 
1:50 
(Santa Cruz, sc-7199) 
__ 
1:200 
(Alexa Fluor 647, A21443, Invitrogen) 
 
7. Reação de transcrição reversa seguida de PCR quantitativo em tempo real (qPCR) 
 O RNA total das células cultivadas foi extraído com TRIzol (Invitrogen), de acordo com 
as instruções do fabricante. Testículos inteiros de animais de 7 dias, ou fragmentos de testículos 
de animais de 60 dias de idade (aproximadamente 20 mg de tecido, em ambos os casos), foram 
extraídos utilizando o kit RNeasy Mini (Qiagen, EUA), de acordo com o protocolo sugerido pelo 
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fabricante. Ao final da extração, o RNA total foi ressuspendido em água estéril, livre de Rnase, e 
as amostras estocadas a -75
oC até o uso. Alíquotas de 1 μL foram utilizadas para determinar a 
concentração do RNA, em espectrofotômetro NanoVue Plus (GE Healthcare Life Sciences, 
EUA), pela leitura da densidade óptica (DO) a 260/280 nm. A concentração de RNA foi 
calculada, sabendo-se que 1 unidade DO260 = 40 μg de RNA/ μL. Foi calculada a razão 
DO260/DO280. Uma razão  1,8  foi considerada adequada. 
 A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir de 2 μg de RNA total, com oligo (dT), 
utilizando o kit Superscript III First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen), seguindo os 
procedimentos recomendados pelo fabricante. O cDNA produzido foi estocado a -20
o
C até o 
momento do uso. 
  Os ensaios de PCR em tempo real foram realizados utilizando reagente SybrGreen 
(Applied Biosystems). Os oligonucleotídeos iniciadores específicos utilizados para amplificação 
por qPCR dos alvos gênicos de interesse foram desenhados no programa Primer 3 (Rozen & 
Skaletsky, 2000; disponível em http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), e obtidos comercialmente da 
Invitrogen (Tabela 3).  Cada amostra foi corrida em triplicata e um valor médio de CT calculado. 
Foram realizados de 3 a 5 experimentos com RNAs diferentes (diferentes culturas), para cada 
gene, para assegurar a reprodutibilidade dos resultados. β-actina foi utilizada como controle 
endógeno, uma vez que apresentou expressão estável entre as diferentes condições 
experimentais. Foram determinadas as concentrações ideais de oligonucleotídeos iniciadores 
(Tabela 3) bem como as eficiências de amplificação, pela realização de experimentos com 
diluição seriada de cDNA (100, 10, 1, 0,1 e 0,01 ng/μL). A eficiência da reação foi calculada 
pela fórmula E= (10
-1/slope
 -1) x 100, para os seguintes alvos: Rln (relaxina), Rxfp1 e Rxfp2 
(receptores de relaxina), Plzf (promyelocytic leukemia zinc-finger), c-Kit (para células 
germinativas pré-meióticas), Sycp3 (para células germinativas em meiose), Odf2 (para células 
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germinativas pós-meióticas), Cdh-1 e 2 (caderinas) e controle endógeno Actb (β-actina). A 
amplificação, em volume final de 25 μl de reação, foi realizada em ABI 7500 Real-Time PCR 
System (Applied Biosystems), na seguinte condição: 50°/2 min, 95°/10 min,45 ciclos de 95°/15 
s, 60°/1min, seguidos de uma curva de dissociação de 95°/15 s, 60°/1 min, 95°/15 s, para 
verificar a especificidade da amplificação e confirmar a ausência de dímeros ou de produtos 
inespecíficos. cDNA de testículos de animal de 07 dias de idade foi utilizado como calibrador. 
Como as eficiências dos alvos foram semelhantes às do controle endógeno e compreendidas 
entre 90% e 110%, os resultados foram calculados utilizando o método comparativo CT (2
-ΔΔC
T), 
de acordo com ABI PRISM User Bulletin # 2 (Cardoso et al., 2010; Gomes et al., 2011). As 
análises dos dados foram realizadas no programa Prism5 (GraphPad, EUA). 
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Tabela 3. Sequências e concentrações dos oligonucleotídeos iniciadores para PCR quantitativo em tempo real. 
Gene Orientação Sequência 
Região de 
cDNA 
Concentração 
utilizada 
Actb (β‐actina) 
(NM_031144.2) 
Senso 
Anti‐senso 
5’‐GTA GCC ATC CAG GCT GTG TT‐3’ 
5’‐CCC TCA TAG ATG GGC ACA GT‐3’ 
481-500 
584-565 
 
100 nM 
 
Rln1 (relaxina) 
(NM_013413.1) 
Senso 
Anti‐senso 
5’-AGG AGT GGA TGG ACC AAG TC-3’ 
5’-ATG GCA CAA CTT CTG CAG TG-3’ 
120-139 
269-250 
300 nM 
Rxfp1 
(NM_201417.1) 
Senso 
Anti‐senso 
5’-TGA GGC AGA AAC TTC CGA AT-3’ 
5’-TCC ATT GCA GGG ACA TTA CA-3’ 
264-283 
406-387 
300 nM 
Rxfp2 
(NM_001012475.1) 
Senso 
Anti‐senso 
5’- CCT CTG TGC CCA AAA GGG TAT T-3’ 
5’-GAC TGT GCC AAA TAT GGT CGT CCA-3’ 
76-97 
228-205 
300 nM 
Zbtb16 (Plzf) 
(NM_001013181.1) 
Senso 
Anti‐senso 
5’‐CTT CCG GAC AAC GAG GCC GTG‐3’ 
5’‐TTT GGC ACC CGC TGA ATG AGC C‐3’ 
1397‐1417 
1537‐1516 
 
100 nM 
 
c-kit 
(NM_022264.1) 
Senso 
Anti‐senso 
5’‐GCGCCTGCCGCAATGTATGAA‐3’ 
5’‐ATGGTCCACCACCACGGGGTT‐3’ 
2730‐2750 
2909-2898 
 
300 nM 
 
Sycp3 
(NM_013041.1) 
Senso 
Anti‐senso 
5’-GGG AAA TCT GGG AAA CCA CCA-3’ 
5’-ACT TCA CCT CCC ACA TCT TCA-3’ 
154-174 
329-309 
100 nM 
Odf2 
(NM_001145005.1) 
Senso 
Anti‐senso 
5’-CTG CCG ACC GGT TGT CGG AAA-3’ 
5’-CGATGGAAACCAAGAGCGGCA-3’ 
14-34 
178-158 
300 nM 
Cdh1 
(NM_031334.1) 
Senso 
Anti‐senso 
5’- ACC GGC ATC ACC ACA GAG ACC -3’ 
5’- CCG GGC AGT TGA TGG GAG GG -3’ 
509-530 
631-612 
100 nM 
Cdh2 
(NM_031333.1) 
Senso 
Anti‐senso 
5´-GCG GCC TTG CTT CAG GCA TC-3’ 
5’-CTG GCC TTC GTG CAC GTC CT-3’ 
382-401 
495-476 
100 nM 
 
 
8. Silenciamento de Rln endógena por transfecção transiente com siRNA 
O número de células e a confluência constituíram parâmetros críticos para eficiência do 
silenciamento. Foram utilizadas 2,9x10
6
 células por placa de 60 mm de diâmetro. Duas 
diferentes sequências de siRNAs, pré-desenhados especificamente para silenciamento da 
expressão da relaxina de rato, foram testadas: SI02026423 (sequência Rln#1) e SI02026430 
(sequência Rln#2) (Flexitube siRNA, Qiagen) (Figura 2). Como controle negativo utilizamos o 
All stars negative controle siRNA (Qiagen, cat. 1027280). Foram padronizadas as seguintes 
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condições: melhor sequência para silenciamento, concentração de siRNA, melhor dia de cultura 
para transfecção, melhor tempo de silenciamento após transfecção (descrito nos resultados). 
 
Rln#1 
 
 
Rln#2 
 
 
 
Figura 4. Representação esquemática das regiões do mRNA para relaxina hibridizadas com as sequências 
SI02026423 e SI02026430, respectivamente sequências Rln#1 e Rln#2, para silenciamento da expressão 
gênica. 
 
 
Para transfecção das construções utilizamos o HiPerFect Transfection Reagent (Qiagen), 
recomendado para transfecção de culturas primárias, seguindo o protocolo sugerido pelo 
fabricante para células cultivadas em placas de 60 mm de diâmetro. No momento da transfecção, 
o siRNA foi diluído em meio de cultura sem suplementação (256 ng em 100 µL de meio) e, em 
seguida, foram adicionados 20 µL do reagente de transfecção. A mistura foi mantida por 10 
minutos a temperatura ambiente, para formação dos complexos. A seguir, a mistura foi 
adicionada às placas de cultivo, já contendo 4 mL de meio, homogeneizando delicadamente para 
uma distribuição uniforme. As placas foram mantidas em condições normais de cultivo e os 
efeitos foram avaliados após diferentes períodos. O grau de silenciamento da relaxina foi 
avaliado por PCR em tempo real, e os efeitos sobre a organização celular foram avaliados por 
microscopia ótica e imunofluorescência. 
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9. Análise estatística 
Os resultados obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média. O teste t de 
Student foi utilizado para comparação entre duas médias, nas avaliações do efeito da matriz 
sobre o número total de células germinativas (G) e somáticas (S), numa mesma população de 
determinado conteúdo de DNA, e para comparação entre os níveis de expressão dos marcadores 
em testículos de 7 e 60 dias de idade. Para comparações múltiplas foi aplicada a análise de 
variância e, uma vez detectada diferença significativa, foi aplicado o teste de Newman-Keuls. O 
nível de significância para rejeição da hipótese de nulidade foi fixado em 5% (P<0,05). 
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I. PADRONIZAÇÃO DE UMA COCULTURA DE CÉLULAS TESTICULARES DE 
ANIMAIS DE 7 DIAS DE IDADE 
 
1. Efeito da matriz extracelular sobre a diferenciação das células germinativas in vitro. 
Na tentativa de encontrar uma condição de cultivo que favorecesse a sobrevivência, 
proliferação e diferenciação das células da linhagem germinativa, isolamos testículos de animais 
imaturos, de 7 dias de idade, que serviram de fonte das células testiculares a serem cocultivadas. 
A população de células germinativas em testículos de animais de 7 dias de idade é constituída de 
espermatogônias não diferenciadas, incluindo SSSs. 
Inicialmente, diversos protocolos de suplementação foram testados: suplementação com 
FBS em diferentes concentrações, em combinação ou não com a adição de ITS (insulina, 
transferrina e selênio) e EGF (resultados não mostrados). A suplementação com ITS e EGF 
favoreceu a proliferação das células de Sertoli, mas não das germinativas. Concentrações mais 
altas de FBS (2 e 5%) não se mostraram adequadas para a diferenciação das células germinativas 
no decorrer do cultivo. Foi, então, titulada a concentração de soro para selecionar a que 
permitisse a proliferação e diferenciação das células germinativas. O protocolo que se mostrou 
apropriado está esquematizado na Figura 5. As células foram inicialmente cultivadas em placas 
cobertas com Matrigel diluído 8 vezes, em meio suplementado com FBS 0,5%, por um período 
de 48 horas. A seguir, foram mantidas por 24 horas em meio livre de soro, para sincronização. 
Em seguida, foram cultivadas na ausência ou na presença de FBS, e retiradas no 5º ou 8º dia de 
cultivo, para análise por microscopia óptica ou citometria de fluxo. 
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0 1 2 3 4 5 8
Dias de 
cultivo
6 7
+FBS -FBS ausência ou presença de FBS
 
 
Figura 5. Esquema representativo do protocolo de suplementação adotado na etapa de padronização da 
cocultura.  
 
Análise por microscopia óptica 
Na Figura 6, estão apresentadas fotomicrografias representativas das coculturas obtidas 
na ausência ou presença de soro, após 8 dias de cultivo. Podem ser visualizadas células 
germinativas pós-meióticas, com flagelos que se apresentaram móveis durante a observação ao 
microscópio, comprovando que as condições de cultivo inicialmente testadas permitiam a 
diferenciação e a meiose das células germinativas. A identidade dos tipos celulares presentes na 
cocultura foi melhor explorada com o auxílio de marcadores específicos e os resultados serão 
mostrados posteriormente.  
 
                      - FBS                  + FBS 
    
Figura 6. Alterações morfológicas analisadas por microscopia óptica, após 8 dias de cultivo (120 h na 
ausência ou presença de FBS). Espermátides com flagelos móveis indicadas por setas. 
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Análise de conteúdo de DNA por citometria de fluxo 
Para comprovar o processo de diferenciação, com surgimento de células germinativas em 
estágio pós-meiótico, realizamos estudos de citometria de fluxo nos quais avaliamos o conteúdo 
de DNA (C), por coloração com iodeto de propídeo. 
A princípio, estabelecemos os padrões HC (hipercondensado/hipocrômico), 1C, 2C e 4C, 
em dispersão de células testiculares de animais com 7 (imaturos) e 60 dias de idade (adultos 
jovens) e em espermatozoides isolados da cauda do epidídimo de animais adultos (Figura 7). Os 
espermatozoides retirados da cauda do epidídimo se apresentam como uma população 
hipercondensada/hipocrômica, com conteúdo de DNA correspondente a 0,07C (Toppari et al., 
1985). Os testículos imaturos de animais de 7 dias apresentam um predomínio de células 2C 
(gonócitos, espermatogônias e células somáticas). Os testículos de animais de 60 dias, adultos 
jovens, já apresentam espermatócitos primários, secundários e espermátides, que se distribuem 
em três picos principais: 4C, 2C e 1C, respectivamente. 
 
Figura 7. Histogramas representativos dos controles de conteúdo de DNA. Células coradas com PI.  
0.07C = conteúdo de DNA de espermatozoides isolados da cauda do epidídimo (Toppari et al., 1985);  
HC = espermátides alongando e alongadas  
1C = espermátides arredondadas;  
2C = espermatogônias, espermatócitos secundários e células somáticas (células de Sertoli, mióides e de Leydig);  
4C = espermatócitos primários  (Jeyaraj et al., 2002; Toppari et al., 1986).  
 
O conteúdo de DNA das coculturas foi determinado por dupla marcação, com anticorpo 
anti-vimentina e PI, que permitiu a separação das células somáticas (Vimentina
+
 PI
+
) das 
espermatozoides 
isolados da cauda 
do epidídimo
0.07C1
dispersão de células testiculares 
de animais de 7 dias de idade
2C
4C 2C
4C
1C
HC
dispersão de células testiculares 
de animais de 60 dias de idade
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germinativas (Vimentina
-
 PI
+
). Na Figura 8 são mostrados os gráficos representativos da 
dispersão FL1-H (vimentina) vs FL2-H (PI), e os histogramas das duas populações de interesse 
(somáticas e germinativas). 
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Figura 8. Quantificação do conteúdo de DNA por citometria de fluxo (número de células em 10.000 eventos) 
após 8 dias de cultivo. Á esquerda, gráficos representativos da dispersão FL1H (vimentina) vs FL2H (PI). A 
quantificação dos histogramas está apresentada nos gráficos de barras Os resultados estão expressos como médias ± 
SEM de 4 experimentos independentes (diferentes coculturas). *,** Diferença estatística detectada entre conteúdo 
de DNA de células cultivadas na ausência ou presença de FBS (P<0,05; teste t, para células somáticas ou ANOVA, 
para células germinativas).  
 
- FBS 
+ FBS 
Vimentina
+ 
PI
+ 
(somáticas) 
Vimentina
- 
PI
+ 
(germinativas) 
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Tendo em vista que ocorreu diferenciação das células germinativas mesmo na ausência 
de FBS, passamos a investigar o efeito da matriz sobre o fenômeno. Para isso, células foram 
plaqueadas sobre Matrigel, Matrigel tratado para eliminação de componentes difusíveis no meio 
nutritivo, ou gelatina.  
A Figura 9 mostra as fotomicrografias das placas cobertas com as três matrizes, antes do 
plaqueamento das células. O tratamento do Matrigel parece causar um afrouxamento das fibras 
da matriz, o que pode modificar as interações entre as células na cocultura.  
 
 
Figura 9. Fotomicrografia das diferentes matrizes adicionadas a placas de 60 mm, imediatamente antes do 
plaqueamento das células (microscópio Nikon Eclipse E 800, 10X). 
 
 
 
O efeito das matrizes sobre o número total de células cultivadas por 8 dias na ausência ou 
presença de FBS, avaliado por citometria de fluxo, está representado graficamente na Figura 10.  
 
25 µm 
GELATINA MATRIGEL TRATADO MATRIGEL 
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Figura 10.  Análise, por citometria de fluxo, do número total de células nas diferentes matrizes. Número total 
de células por matriz, na ausência ou presença de FBS. Resultados expressos em médias ± SEM do número absoluto 
de células FL2-H+ em 10.000 eventos, coletados a partir de 4 experimentos independentes (diferentes coculturas).  
 
 A avaliação do número total de células não revelou diferenças significativas entre as 
matrizes, entretanto, vale destacar a grande variação observada em células cultivadas na ausência 
de FBS em gelatina. Essa condição diminui o número de células aderidas e causou uma 
microcitose de células germinativas.  
Tendo em vista a dificuldade de obter culturas homogêneas e a redução do número total 
de células após 8 dias de cultivo em gelatina, os experimentos subsequentes foram realizados 
utilizando apenas culturas em placas cobertas com Matrigel, submetido ou não ao tratamento. A 
Figura 11 mostra a representação gráfica da razão G/S e a variação das populações em relação à 
dispersão de células testiculares de ratos de 7 dias de idade, que corresponde ao pool de células 
no dia do plaqueamento (DT07).  
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Figura 11. Efeito da matriz sobre a razão G/S e sobre o número total de células germinativas e somáticas 
presentes na dispersão de células testiculares (DT07) e em culturas mantidas por 8 dias, na ausência de FBS,  
sobre Matrigel ou Matrigel tratado. A. Razão G/S. B. Número total de células germinativas por matriz. C. 
Número total de células somáticas por matriz.  Resultados expressos em médias ± SEM do número absoluto de 
células em 10.000 eventos, coletados a partir de 4 experimentos independentes (diferentes coculturas). *diferença 
estatística (ANOVA seguida de Newman-Keuls, P<0,05) entre as diferentes condições.  
 
A razão G/S observada na suspensão de células de testículos de 7 dias não foi alterada 
pelo cultivo por 8 dias em Matrigel tratado, mas aumentou aproximadamente duas vezes após 
cultivo em Matrigel (Figura 11A). As Figuras 11B e 11C mostram que um aumento no número 
de células germinativas e uma redução do número de células somáticas contribuiram para o 
aumento da razão G/S após cultura em Matrigel. Portanto, componentes do Matrigel que podem 
ser difundidos para o meio nutritivo parecem exercer um efeito sobre o número de células 
germinativas, mesmo na ausência de suplementos.  
C B 
A 
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 Vale ressaltar que há uma forma comercial de Matrigel que apresenta concentrações 
inferiores de fatores de crescimento em sua composição – Matrigel GFR (Matrigel Growth 
Factor Reduced, BD). O teste realizado com Matrigel GFR apresentou resultados muito 
semelhantes aos observados em culturas em Matrigel (dado não mostrado), reforçando a 
necessidade de uma forma alternativa de tratamento da matriz para minimizar seus efeitos sobre 
a diferenciação das células germinativas. Portanto, os resultados apresentados a seguir, foram 
obtidos a partir de culturas realizadas em placas cobertas com Matrigel tratado. 
Com intuito de esclarecer se o cultivo em Matrigel também afeta a diferenciação celular, 
avaliamos o conteúdo de DNA das populações (Figura 12). 
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Figura 12.  Efeito da matriz sobre o conteúdo de DNA de células germinativas (negativas para vimentina, 
positivas para PI) e somáticas (positivas para vimentina e para PI), cultivadas por 8 dias na ausência de FBS, 
sobre Matrigel ou Matrigel tratado. Resultados expressos como médias ± SEM do número absoluto de células em 
10.000 eventos, coletados a partir de 4 experimentos independentes (diferentes coculturas). # diferença estatística 
(teste t, P<0,05), entre as matrizes. 
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 Observando a diferença significativa no número de células germinativas com conteúdo de 
DNA HC e 1C (que correspondem, respectivamente, às espermátides alongadas e espermátides 
redondas, conforme explicado na Figura 7), é possível afirmar que componentes do Matrigel têm 
efeito sobre a diferenciação de células germinativas, mesmo na ausência de suplementos. Não 
houve diferença estatisticamente significativa entre as matrizes quanto ao número de células 
somáticas das populações 2C e 4C. É interessante observar que também houve certa 
diferenciação de células germinativas em coculturas realizadas em Matrigel tratado 
(aparecimento de células HC e 1C após 8 dias de cultivo; Figura 12, gráfico superior), mas em 
grau significantemente menor que em Matrigel. O tratamento da matriz parece, portanto, ter sido 
eficaz para remover componentes do Matrigel que afetam a diferenciação de células 
germinativas.  
 
2. Acompanhamento da diferenciação das células germinativas em cocultura após 
expressão transiente da GFP. 
Coculturas realizadas sobre Matrigel tratado foram transfectadas com vetor de expressão 
pEGFP-N1. Após 24h, a superexpressão de GFP foi observada em células somáticas e 
germinativas (não mostrado). Após 72h (Figura 13), a expressão de GFP foi detectada também 
em espermátides alongadas, comprovando que a progressão meiótica também ocorre em culturas 
realizadas sobre Matrigel tratado.  
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A B
 
 
Figura 13. Expressão de GFP analisada por microscopia confocal (DIC/GFP), após 72h da transfecção (8º dia 
de cultivo). A. Diferentes tipos celulares expressando GFP (células somáticas indicadas por cabeça de seta e 
germinativas por setas). B. Espermátide com flagelo. Barras corespondem a 20µm.  
 
3. Caracterização dos tipos celulares presentes na cocultura 
3.1. Caracterização das células somáticas 
 A Figura 14A apresenta fotomicrografias de coculturas em Matrigel tratado, mantidas na 
ausência de suplementação ao longo de 2, 5 e 8 dias de cultivo. O painel B apresenta a 
imunomarcação para anticorpos específicos para diferentes tipos de células somáticas: 3β-HSD 
(3β-hidroxi-esteroide desidrogenase), como marcador de células de Leydig, FSHR (receptor de 
FSH), como marcador de células de Sertoli e α-SMA (actina de músculo liso α), como marcador 
de células peritubulares mióides (Devkota et al., 2006; Albert et al., 2012). Utilizamos 
ferramentas disponíveis no programa Harmony (PerkinElmer) - o mesmo utilizado para 
aquisição das imagens - para confirmar o baixíssimo número de células de Leydig presentes na 
cocultura. A quantificação de células positivas para 3β-HSD revelou que as células de Leydig 
representam menos de 2% do total de células testiculares, aos 8 dias de cultivo na ausência de 
suplementação.  O programa Volocity (PerkinElmer) foi utilizado para tratamento das imagens. 
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3β-HSD FSHR α-SMA
 
 
Figura 14. Aspectos gerais e caracterização das células somáticas presentes nas coculturas.  
A. Fotomicrografias de contraste de fase representativas de coculturas em 2, 5 e 8 (respectivamente D2, D5 e D8) 
dias de cultivo, na ausência de suplementação. Barra = 10µm.  
B. Imunofluorescência para 3β-HSD, FSHR e α-SMA em células cultivadas por 8 dias na ausência de 
suplementação. Imagens representativas, adquiridas em Operetta e analisadas em programa Volocity. Barra = 50 µm. 
 
 
 
3.2. Caracterização das populações de células germinativas.  
A Figura 15 representa, graficamente, a expressão esperada dos marcadores proteicos de 
células germinativas utilizados no presente estudo. 
Células cultivadas por 5 dias em lamínulas cobertas com Matrigel tratado foram 
submetidas à imunomarcação com os anticorpos para os marcadores descritos na Figura 15, a 
fim de comprovar a diferenciação das células germinativas in vitro, contemplando cada fase do 
processo espermatogênico (Figura 16). Não foram utilizadas células cultivadas por 8 dias devido 
à dificuldade de obter-se monocamadas mais apropriadas para o ensaio.  
A 
B 
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Figura 15. Representação esquemática da expressão de marcadores proteicos durante a espermatogênese 
(Adaptado de Silva et al., 2009 e Jan et al., 2012). 
As, Apr, Aal SG: espermatogônias indiferenciadas. 
A1-4, Ain, B SG: espermatogônias diferenciadas.  
PL, L/Z, EP, LP, 2´SC: espermatócitos.   
RS, ES: espermátides. 
S: espermatozoide.  
 
 
          
         
 
Figura 16. Imunocitoquímica para marcadores de diferenciação de células germinativas, após 5 dias de 
cultivo em Matrigel tratado, na ausência de suplementação. Fotos representativas de 3 experimentos diferentes. 
Insertos: detalhes ampliados para melhor visualização. Controle negativo na ausência de anticorpo primário. O 
mesmo padrão de marcação foi observado com cultivo em Matrigel. Barra = 10 µm.  
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Após a avaliação da influência da matriz e a caracterização do modelo de cocultura quanto à 
sua capacidade de permitir a diferenciação das células germinativas, passamos a estudar o efeito 
da suplementação com relaxina sobre a espermatogênese. 
 
II. EFEITO DA RELAXINA SOBRE A ESPERMATOGÊNESE IN VITRO. 
 
1. Avaliação da expressão de relaxina e seus receptores RXFP1 e RXFP2 na cocultura de 
células testiculares. 
A expressão proteica de relaxina e seus receptores na cocultura foi observada por 
imunocitoquímica e está representada na Figura 17. A expressão do precursor de relaxina em 
células de Sertoli presentes na cocultura pode ser observada. O receptor RXFP1 se mostrou 
preferencialmente expresso nas células germinativas, mas também foi detectado em células de 
Sertoli. O receptor RXFP2 foi detectado em células germinativas, mas não em Sertoli.  
 
 
Figura 17. Imunocitoquímica para relaxina, RXFP1, e RXFP2, após 5 dias de cultivo em Matrigel tratado, na 
ausência de suplementação. Fotos representativas de 3 experimentos diferentes, tiradas com objetiva de 60X em 
microscópio Nikon Eclipse E800. Insertos representam controles negativos (ausência do anticorpo primário). Barra 
= 10 µm. 
 
Para investigar a expressão dos receptores RXFP1 e RXFP2 em células mióides, 
realizamos ensaios de imunofluorescência na presença do marcador específico de células 
Relaxina RXFP1 RXFP2 
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peritubulares mióides, α-SMA. Além disso, investigamos se o tratamento com relaxina 
influenciava o padrão de marcação dos receptores.  
Na Figura 18, apresentamos os resultados da imunomarcação de células peritubulares 
miódes e de receptores RXFP1 e RXFP2, aos 5 e 8 dias de cultivo. No 5º dia de cultivo 
imunomarcação para RXFP1 não é observada em células mióides. No 8º dia de cultivo parece 
haver expressão de RXFP1 em algumas células mióides.  O tratamento com relaxina não alterou 
de forma significativa o padrão de expressão de RXFP1. A imunomarcação para RXFP2 não é 
detectada em células mióides no 5º dia de cultivo, mas discreta marcação passa a ser observada 
no 8º dia de cultivo. A suplementação com relaxina aumenta de forma marcante a expressão de 
RXFP2 em células mióides (D8) e germinativas (D5 e D8).   
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Figura 18. Imunofluorescência com dupla marcação para α-SMA (vermelho) e RXFP1 ou RXFP2 (verde) em 
células cultivadas por 5 (D5)  e 8 (D8) dias, na ausência de suplementação ou previamente tratadas com 
relaxina. Imagens representativas adquiridas em Operetta (objetiva de 20X) e tratadas em programa Volocity. Barra 
= 50 µm. Observar a marcação pontual de RXFP1 em células germinativas (seta), de Sertoli (cabeça de seta) em D5 
e D8, e em células mióides em D8 (seta dupla). Observar a marcação de RXFP2 em células germinativas em D5 e 
D8 (seta) e em células mióides (seta dupla), e o aumento da expressão de RXFP2 em células mióides em D8, após 
tratamento com relaxina. 
Sem suplementação hRLN 
D5 
D8 
D5 
D8 
 
RXFP2 
α- SMA 
RXFP2 
α- SMA 
RXFP1 
α- SMA 
RXFP1 
α- SMA 
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2. Avaliação do efeito dos diferentes protocolos de suplementação com FBS e relaxina sobre 
o número de células somáticas e germinativas 
As células foram cultivadas na ausência de suplementação (ss) ou na presença de uma 
suplementação inicial de 48 horas com FBS 0,5% (FBS) ou relaxina 100 ng/ml (RLN), a 
suplementação foi retirada por 24 horas para sincronização, e a cultura continuou na ausência de 
suplementos (ss) ou na presença de FBS ou RLN por 2 dias (tempo total de cultivo 5 dias) ou por 
5 dias (tempo total de cultivo 8 dias) (Figura 19). O objetivo desse protocolo foi verificar o efeito 
da suplementação hormonal nos estágios iniciais (D2), intermediários (D5) e finais da cocultura 
(D8). Os grupos experimentais estão resumidos na Tabela 4.  
ss
Sem suplementação
0,5% FBS ou RLN 100ng/mL (sustentada)
Sem suplementação 
ou 0,5% FBS ou 
RLN 100ng/mL
0 1 2 3 4 5 8
Dias de 
cultivo
6 7
Dias de 
experimentos 
 
Figura 19. Esquema representativo do protocolo de suplementação adotado para estudo do efeito da relaxina 
sobre a diferenciação das células germinativas.  
 
Tabela 4. Grupos experimentais para avaliação do efeito da suplementação em diferentes tempos de cultivo. 
TEMPO DE CULTIVO 
SUPLEMENTAÇÃO 
SOMENTE NAS 48H 
INICIAIS 
 
SUPLEMENTAÇÃO CONTINUADA 
(nas 48 horas iniciais e após a 
sincronização) 
2 DIAS 
D2 SS - 
D2 FBS - 
D2 RLN - 
5 DIAS 
D5 SS - 
D5 FBS D5 FBS/FBS 
D5 RLN D5 RLN/RLN 
8 DIAS 
D8 SS - 
D8 FBS D8 FBS/FBS 
D8 RLN D8 RLN/RLN 
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A Figura 20 mostra a análise, por citometria de fluxo, do efeito dos diferentes 
tratamentos, somente nas 48 horas iniciais, sobre a razão G/S e sobre o número total de células 
germinativas e somáticas aos 2, 5 e 8 dias de cultivo. A razão obtida entre o número de células 
germinativas e somáticas (G/S) caiu drasticamente do segundo para o quinto dia de cultivo 
(Figura 20A). Essa queda foi parcialmente prevenida pela suplementação com relaxina nas 48 
horas iniciais, mas não pela suplementação com FBS.  
Analisando as populações separadamente, verificou-se que o número total de células 
somáticas foi pouco alterado, exceto em culturas que receberam FBS nas 48h iniciais, e foi 
mantido por 5 ou 8 dias (Figura 20C). No caso do número total de células germinativas, foi 
observada a mesma queda drástica, notada na razão, do segundo para o quinto dia de cultivo e, 
novamente, a suplementação com relaxina impediu esse efeito (Figura 20B).  
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Figura 20. Análise por citometria de fluxo do número total de células germinativas e somáticas, após 2, 5 ou 8 
dias de cultivo (D2, D5, D8), em meio sem suplementação (ss), ou suplementado, durante as 48 horas iniciais, 
com FBS ou RLN. A. Razão G/S. B. Número absoluto de células germinativas. C. Número absoluto de células 
somáticas. Resultados expressos como médias ± SEM do número absoluto de células em 10.000 eventos, coletados 
a partir de 3 experimentos independentes (diferentes coculturas). D. Gráficos de dispersão obtidos por citometria de 
fluxo em D5, nas diferentes suplementações: Q2 = células somáticas, positivas para Vimentina (FL1-H+) e PI (FL2-
H+); Q3= células germinativas, negativas para Vimentina e positivas para PI. *,** indicam diferenças estatísticas 
(P<0,05; ANOVA e Newman Keuls), comparando os diferentes tempos de cultivo dentro do mesmo tratamento. A 
análise dos diferentes tratamentos dentro de um mesmo tempo de cultivo não apresentou diferenças estatisticamente 
significantes.  
 
A 
B C 
D 
                                                                                                                    Resultados 
 
52 
 
Adicionalmente, foi feita a análise de conteúdo de DNA das subpopulações de células 
somáticas (2C e 4C) ou germinativas (HC, 1C, 2C e 4C), nas coculturas que receberam 
suplementação apenas nas 48 horas iniciais (Figura 21). O tratamento com FBS não impediu a 
queda das populações de células germinativas HC e 1C, do 2º ao 5º e 8º dias de cultivo, mas 
aumentou o número de células somáticas 2C ao 5º e ao 8º dia. O tratamento com relaxina 
preveniu a queda drástica de células germinativas 2C no 5º dia de cultivo, e aumentou o número 
de células somáticas 4C no 8º dia de cultivo. Além disso, houve uma tendência de relaxina 
prevenir também a queda de 4C no 5º dia de cultivo.  
Em resumo, relaxina impediu a queda da razão G/S do 2º ao 5º dia de cultivo por 
preservar o número de células germinativas 2C, da etapa inicial da espermatogênese, que 
correspondem a espermatogônias e/ou espermatócitos secundários, e também aumentou o 
número de células somáticas em proliferação (4C) no 8º dia de cultivo. 
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Figura 21. Análise por citometria de fluxo das subpopulações de células germinativas (HC, 1C, 2C e 4C) e 
somáticas (2C e 4C) após 2, 5 ou 8 dias de cultivo (D2, D5, D8), em meio sem suplementação (ss), ou 
suplementado, durante as 48 horas iniciais, com FBS ou RLN.  Resultados são média ± SEM de 4 experimentos 
independentes (diferentes culturas). Análise estatística: ANOVA seguida de Newman Keuls, comparando os 
diferentes tempos de cultivo dentro do mesmo tratamento (P<0,05). Não houve diferença estatística quando os 
diferentes tratamentos num mesmo tempo de cultivo foram comparados.   
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A suplementação continuada (do 3º ao 8º dia de cultivo) com FBS ou relaxina não 
produziu efeitos diferentes da suplementação somente nas 48 horas iniciais (Figura 22).   
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Figura 22. Análise por citometria de fluxo do efeito da suplementação continuada com FBS ou RLN até o 5º 
ou 8º dia de cultivo. A. Razão G/S. B. Número absoluto de células germinativas. C. Número absoluto de células 
somáticas. Resultados expressos como médias ± SEM do número absoluto de células em 10.000 eventos, coletados 
a partir de 4 experimentos independentes (diferentes coculturas).  Não houve diferença significativa entre os 
protocolos de suplementação. 
 
 
Considerando que a suplementação continuada não produziu efeitos diferentes da 
suplementação somente nas 48 horas iniciais, os resultados que serão mostrados a seguir foram 
obtidos a partir de coculturas suplementadas, ou não, apenas nas 48 horas inicias. 
A 
B C 
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3. Avaliação do efeito da suplementação com FBS e relaxina sobre os níveis de RNA 
mensageiro de relaxina, receptores e diferentes marcadores de células germinativas ou 
somáticas, por PCR em tempo real. 
 
3.1. Análise da expressão gênica de relaxina e receptores Rxfp1 e Rxfp2 
 
Foi avaliada a expressão gênica de relaxina, Rxfp1 e Rxfp2, em amostras de testículos de 
animais de 07 e 60 dias de idade e em células cultivadas por 2, 5 ou 8 dias, para caracterização 
da variação dos níveis de RNA mensageiro em duas situações: maturação sexual ou tempo de 
cultivo (Figura 23). 
Analisando o efeito das suplementações, num determinado período de cultivo, 
observamos: 
- em D2 (após 2 dias de cultivo), a suplementação com relaxina aumentou a expressão da 
própria relaxina e do receptor Rxfp2;  
- em D5 (após 5 dias de cultivo), a suplementação com FBS tendeu a diminuir a expressão da 
relaxina e aumentou a expressão do receptor Rxfp1. 
- em D8 não foram observadas diferenças estatísticas entre as diferentes suplementações. 
Além disso, foi verificado que a variação da expressão de relaxina ao longo do cultivo parece 
acompanhar a observada com a maturação sexual, pois a expressão de relaxina diminui com a 
maturação sexual (T7>T60) e durante o cultivo na ausência de suplementação (D2ss > D5ss = 
D8SS; ANOVA, seguida de Newman Keuls, P< 0,05). 
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Figura 23. Níveis de mRNA para Rln (A), Rxfp1 (B) e Rxfp2 (C) em coculturas após 2, 5 ou 8 dias de cultivo 
(D2, D5, D8), suplementadas ou não (ss), durante as 48 h iniciais, com 0,5% de FBS ou 100 ng/ml de RLN. 
Níveis relativos de mRNA foram determinados por PCR em tempo real, utilizando como calibrador, cDNA obtido a 
partir de testículos de ratos de 07 dias de idade (T7, representado pela barra em verde). cDNA de testículos de ratos 
de 60 dias de idade (barra em roxo) foi utilizado como perfil de expressão representativo da maturação sexual. 
Resultados expressos em médias ± SEM de 4 experimentos independentes (diferentes coculturas). * representa 
diferença estatística comparando as suplementações em um mesmo período de cultivo (P<0,05, Anova, seguida de 
Newman Keuls). # representa a diferença estatística entre testículos de 7 e 60 dias de idade (P<0,05, teste t). 
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3.2. Análise da expressão de marcadores de diferenciação de células da linhagem 
germinativas.  
Para o mapeamento da expressão gênica de marcadores de diferentes fases da 
espermatogênese, os seguintes genes foram selecionados para análise: Plzf, c-kit, Sycp3 e Odf2. 
(Figura 24). As fases da espermatogênese em que esses marcadores devem ser detectados estão 
ilustradas na Figura 24A.  
Analisamos, inicialmente, a expressão desses marcadores em testículos de 07 e 60 dias de 
idade (Figura 24B). Visto que esses marcadores estão expressos exclusivamente em células 
germinativas, os níveis de expressão relativa de mRNA foram corrigidos pela proporção de 
células germinativas na cocultura (média do número de células germinativas dividida pela média 
do número total de células em cada grupo experimental), obtida em experimentos de citometria 
de fluxo.  
Como esperado, a expressão de marcadores de células germinativas pré-meióticas (Plzf e 
c-Kit) não variou de forma significante entre as duas idades, ao passo que os níveis de expressão 
de marcadores de células germinativas em meiose (Sycp3) e pós-meióticas (Odf2) foram muito 
superiores em testículos de animais de 60 dias. Portanto, esses marcadores podem ser 
considerados realmente informativos e adequados para o mapeamento proposto.   
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Figura 24. A. Representação esquemática da expressão gênica esperada de marcadores de diferenciação de 
células germinativas durante a espermatogênese (Adaptado de Silva et al., 2009 e Jan et al., 2012). As, Apr, Aal 
SG: espermatogônias indiferenciadas; A1-4, Ain, B SG: espermatogônias diferenciadas; PL, L/Z, EP, LP, 2´SC: 
espermatócitos; RS, ES: espermátides; S: espermatozoide. B. Níveis relativos de mRNA para Plzf, c-Kit, Sycp3 e 
Odf2v1 em testículos de animais de 7 e 60 dias de  idade.  Níveis relativos de mRNA foram determinados por 
PCR em tempo real, utilizando como calibrador cDNA obtido a partir de testículos inteiros de ratos de 7 dias de 
idade. Resultados expressos como médias ± SEM de 3 a 4 experimentos independentes, corrigidos pela proporção 
de células germinativas. # diferença estatística (teste t, P<0,05) entre duas idades. 
 
                       
3.2.1. Marcadores de células germinativas pré-meióticas (Plzf e c-Kit) 
Como destacado na Figura 24A, a fase inicial da espermatogênese consiste na mitose das 
espermatogônias, que podem ser divididas em dois grandes grupos: espermatogônias 
indiferenciadas, que expressam maiores níveis de Plzf, e espermatogônias diferenciadas, que 
expressam maiores níveis de c-Kit. Para avaliar possíveis alterações nessa fase inicial da 
B 
A 
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espermatogênese, analisamos o efeito das diferentes suplementações sobre a expressão de Plzf e 
c-Kit, ao longo dos diferentes períodos de cultivo (Figura 25). 
Plzf
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
*
D2 D5 D8 T7
n
ív
e
is
 r
e
la
ti
v
o
s
 d
e
 m
R
N
A
 c
o
rr
ig
id
o
s
 p
e
la
p
ro
p
o
rç
ã
o
 d
e
 c
é
lu
la
s
 g
e
rm
in
a
ti
v
a
s
 
                  
c-Kit
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
*
*
D2 D5 D8 T7
ss
FBS
RLN
n
ív
e
is
 r
e
la
ti
v
o
s
 d
e
 m
R
N
A
 c
o
rr
ig
id
o
s
 p
e
la
p
ro
p
o
rç
ã
o
 d
e
 c
é
lu
la
s
 g
e
rm
in
a
ti
v
a
s
 
Figura 25. Níveis de mRNA para Plzf e c-Kit em coculturas, após 2, 5 ou 8 dias de cultivo (D2, D5, D8), 
suplementadas ou não (ss), durante as 48 h iniciais, com 0,5% de FBS ou 100 ng/ml de RLN.  Níveis relativos 
de mRNA foram determinados por PCR em tempo real, utilizando, como calibrador, cDNA obtido a partir de 
testículos inteiros de ratos de 7 dias de idade (representado pela barra em verde). Resultados expressos como médias 
± SEM de 4 experimentos independentes (diferentes coculturas), corrigidos pela proporção de células germinativas. 
* representa diferença estatística comparando as suplementações em um dado período de cultivo (P<0,05, Anova, 
seguida de Newman Keuls). 
 
Ao avaliarmos o efeito das suplementações ao longo dos diferentes períodos de cultivo 
podemos observar que: 
- em D2 (após 2 dias de cultivo), a suplementação com FBS diminuiu significativamente a 
expressão de Plzf e c-Kit, enquanto relaxina não provocou efeito significativo; 
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- em D5 (após 5 dias de cultivo), a suplementação com relaxina apresentou uma tendência a 
aumentar a expressão de Plzf e aumentou de maneira significativa a expressão de c-Kit. A 
suplementação com soro mostrou uma tendência a diminuir a expressão de c-Kit; 
- em D8 não foram observadas diferenças estatísticas entre as diferentes suplementações. 
Vale ressaltar que iniciamos a cocultura apenas com células de Sertoli, gonócitos e 
espermatogônias indiferenciadas, que expressam baixíssimos níveis de c-Kit. Portanto, o 
aumento da expressão de c-Kit demonstra que o modelo permite a diferenciação de 
espermatogônias, e que o processo é diferencialmente regulado pela suplementação utilizada.  
 
3.2.2. Marcadores de células germinativas em meiose (Sycp3) 
Para comprovar que a cocultura permite a progressão meiótica e avaliar se esse processo 
é modulado pela suplementação hormonal, quantificamos os níveis de mRNA para Sycp3 (Figura 
26), que codifica uma proteína que participa do complexo sinaptonêmico e é expressa durante 
toda a meiose. 
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Figura 26. Níveis de mRNA para Sycp3 em coculturas, após 2, 5 ou 8 dias de cultivo (D2, D5, D8), 
suplementadas ou não (ss), durante as 48 h iniciais, com 0,5% de FBS ou 100 ng/ml de RLN.  Níveis relativos 
de mRNA foram determinados por PCR em tempo real, utilizando, como calibrador, cDNA obtido a partir de 
testículos de ratos de 07 dias de idade (T7, representado pela barra em verde). Resultados expressos como médias ± 
SEM de 3 experimentos independentes (diferentes coculturas), corrigidos pela proporção de células germinativas.  
*, ** representam diferenças estatísticas comparando as suplementações em um mesmo período de cultivo (P<0,05; 
Anova, seguida de Newman Keuls). 
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Ao avaliarmos o efeito das suplementações ao longo dos diferentes períodos de cultivo 
podemos observar que: 
- em D2 (após 2 dias de cultivo), a suplementação com FBS tendeu a diminuir a expressão de 
Sycp3, enquanto relaxina tendeu a aumentar sua expressão; 
- em D5 (após 5 dias de cultivo), a suplementação com relaxina tendeu a aumentar a 
expressão de Sycp3;  
- em D8 não foram observadas diferenças estatísticas entre as diferentes suplementações. 
Os resultados reforçam que o modelo de cocultura permite a progressão meiótica e que a 
relaxina parece favorecê-la mesmo nos períodos de cultivo mais curtos. 
 
3.2.3. Marcador de células germinativas pós-meióticas (Odf2) 
Na tentativa de avaliar o efeito da suplementação sobre etapas mais avançadas da 
espermatogênese, analisamos a expressão, nas diferentes condições de cultivo, do marcador pós-
meiótico Odf2, que codifica uma proteína que participa do flagelo de espermátides (Figura 27).    
Odf2
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
*
D2 D5 D8 T7n
ív
e
is
 r
e
la
ti
v
o
s
 d
e
 m
R
N
A
 c
o
rr
ig
id
o
s
 p
e
la
p
ro
p
o
rç
ã
o
 d
e
 c
é
lu
la
s
 g
e
rm
in
a
ti
v
a
s
ss
FBS
RLN
 
Figura 27. Níveis de mRNA para Odf2 em coculturas, após 2, 5 ou 8 dias de cultivo (D2, D5, D8), 
suplementadas ou não (ss), durante as 48 h iniciais, com 0,5% de FBS ou 100 ng/ml de RLN. Níveis relativos 
de mRNA foram determinados por PCR em tempo real, utilizando como calibrador cDNA obtido a partir de 
testículos de ratos de 07 dias de idade (T7, representado pela barra em verde). Resultados expressos como médias ± 
SEM de 4 experimentos independentes (diferentes coculturas), corrigidos pela proporção de células germinativas.  
* representa diferença estatística comparando as suplementações em um mesmo período de cultivo (P<0,05, Anova, 
seguida de Newman Keuls). 
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Pudemos observar que: 
- em D2 (após 2 dias de cultivo), a suplementação com FBS tendeu a diminuir a expressão de 
Odf2; 
- em D5 (após 5 dias de cultivo), a suplementação com relaxina aumentou significativamente 
a expressão de Odf2;  
- em D8 não foram observadas diferenças estatísticas entre as diferentes suplementações. 
Podemos concluir que o modelo de cocultura permite a espermiogênese e que a relaxina 
favoreceu significativamente a expressão do marcador relacionado à formação do flagelo (Odf2) 
no quinto dia de cultivo.  
 
4. Avaliação da expressão de marcadores proteicos específicos de células germinativas 2C 
por citometria de fluxo 
 
Priorizamos avaliar a expressão de PLZF, c-KIT e SYCP3, por se tratarem de proteínas 
expressas em células germinativas 2C, população que se mostrou aumentada em culturas que 
receberam suplementação com relaxina. PLZF e c-KIT são marcadores de espermatogônias, 
respectivamente indiferenciadas e diferenciadas. SYCP3 é uma proteína do complexo 
sinaptonêmico, presente em células meióticas, de importância crucial para progressão meiótica.  
Os níveis de expressão foram calculados pelo programa FlowJo utilizando a ferramenta 
de comparação de populações, e os valores obtidos se referem à expressão específica do 
marcador em de cada amostra. O fator de correção aplicado foi o mesmo utilizado para os níveis 
de expressão de mRNA, considerando a proporção de células germinativas nos diferentes 
grupos.  
Os resultados apresentados na Figura 28 demonstram que: 
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- relaxina aumentou significativamente a expressão de PLZF em D5. 
- relaxina aumentou significativamente a expressão de c-KIT em D5. Em D8 relaxina 
diminuiu significativamente a expressão desse marcador. 
- a expressão de SYCP3 não variou significativamente, mas houve uma tendência da 
relaxina aumentar sua expressão em D5 e diminuir em D8. 
A detecção dos níveis de expressão dos marcadores específicos, por citometria de fluxo, 
corroboram os resultados apresentados até aqui a respeito do papel da relaxina sobre as células 
germinativas 2C.  
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Figura 28. Níveis de expressão dos marcadores específicos de células germinativas 2C (PLZF, c-KIT e 
SYCP3) em coculturas.  Níveis de expressão determinados por citometria de fluxo, corrigidos pela proporção de 
células germinativas. Resultados expressos como médias ± SEM de 3 experimentos independentes.  
*, ** representam diferenças estatísticas comparando as suplementações em um mesmo período de cultivo (P<0,05, 
Anova, seguida de Newman Keuls). # diferença estatística entre dispersão de células testiculares de animais de 7 e 
60 dias de idade (teste t). 
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5. Avaliação do papel da relaxina sobre a expressão de marcadores proteicos específicos de 
células germinativas, por imunofluorescência 
 
Os principais marcadores mostrados na Figura 15 foram selecionados para 
imunofluorescência: PLZF para espermatogônias indiferenciadas, c-KIT para espermatogônias 
diferenciadas, SYCP3 para espermatócitos e ODF2 para espermátides. 
Observamos na Figura 29 que a suplementação com relaxina promoveu um aumento no 
número de células positivas para c-KIT (confirmando os resultados obtidos por citometria de 
fluxo), que aparecem dispostas na periferia de estruturas circulares semelhantes a túbulos, 
conforme também observado para espermatogônias em cortes histológicos de testículos. Além 
disso, podemos notar que a relaxina também promoveu um aumento do número de células 
positivas para ODF2 (não avaliado por citometria de fluxo), as quais apresentam núcleos 
menores e mais condensados, conforme também observado para espermátides em cortes 
histológicos. 
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Figura 29. Imunofluorescência para PLZF, c-KIT, SYCP3 e ODF2 (marcadores em vermelho) em células 
cultivadas por 5 dias na ausência de suplementação ou previamente tratadas com relaxina humana. Imagens 
representativas de 3 experimentos diferentes, adquiridas em Operetta (objetiva de 20X) e tratadas em programa 
Volocity. Barra = 50 µm. 
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6. Efeito da relaxina sobre a organização celular. 
 
6.1. Avaliação da organização celular em coculturas 2D por contraste de fase 
Ao acompanhar a cultura por microscopia óptica ao longo dos dias de cultivo, observamos 
que a suplementação com relaxina favorecia a organização das células, não observada de forma 
tão marcante na ausência de suplementação, ou quando a cultura era suplementada somente com 
FBS. Esse efeito foi observado já no 2º dia de cultivo, mas foi mais evidente no 5º e 8º dias de 
cultivo. Na Figura 30 apresentamos as fotos em contraste de fase tiradas no dias 2, 5 e 8 de 
cultivo.   
D2 D5 D8
sem 
suplementação
FBS
RLN
 
 
Figura 30. Fotomicrografia de contraste de fase de coculturas após 2, 5 e 8 (respectivamente D2, D5 e D8) dias 
de cultivo, nas diferentes condições de suplementação. Tracejados demarcam células germinativas organizadas no 
centro de estruturas que se assemelham a túbulos. Tracejado vermelho indica a área ampliada, mostrada na Figura 
31. Barra = 10µm. Fotos representativas do perfil observado em todas as coculturas em microscópio Nikon Eclipse 
Ti-U (objetiva de 10X). 
                                                                                                                    Resultados 
 
68 
 
*
A B
 
 
Figura 31. Comparação de fotomicrografias da cocultura tratada com RLN em D8 (A) e de corte histológico 
de testículo de rato de 45 dias de idade (B, Vedramini et al., 2010). A. Triângulos amarelos indicam células de 
Sertoli. Setas vermelhas indicam células com cromatina condensada, dispostas na base da estrutura semelhante a 
túbulo seminífero. Asterisco verde indica conjunto de células ligadas por pontes, que apresentam diferentes padrões 
de condensação da cromatina e estão dispostas ao longo do ‘túbulo’. B: Setas indicam espermatogônias; cabeças de 
setas indicam espermátides arredondadas; PS: espermatócitos primários. Barras = 10µm.  
 
 
Na Figura 30, notamos que células que receberam suplementação com relaxina nas primeiras 
48h, tendem a se organizar em estruturas semelhantes a túbulos seminíferos. Na Figura 31A, 
destacamos a organização interna do ‘túbulo’:  
1) Células de Sertoli (indicadas em amarelo) circundam as células germinativas. Podemos 
notar diferenças no grau de diferenciação destas células ao observaremos a variação do 
número de nucléolos (Ramos Jr & Dym, 1979). 
2) Células germinativas com cromatina condensada, dispostas na base (indicadas por setas 
vermelhas). Podemos notar perfil semelhante nas espermatogônias destacadas por setas 
em B. 
3) Células germinativas ligadas por pontes, apresentando diferentes padrões de condensação 
da cromatina, dispostas no interior do ‘túbulo’. Notamos semellhanças com todas as fases 
da meiose, destacando espermatócitos primários e espermátides arredondadas apontadas 
em B. 
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Diante desse resultado surpreendente, passamos a utilizar ensaios de tubulogênese para 
avaliar o papel da relaxina nesse processo. 
 
6.2. Avaliação do efeito da relaxina na tubulogênese em coculturas 3D. 
Culturas em três dimensões (3D) poderiam elucidar se a relaxina desempenha um papel 
importante na formação dos túbulos seminíferos. Como observamos anteriormente que fatores 
presentes no Matrigel podem afetar a proliferação e diferenciação das células germinativas, 
inicialmente testamos condições nas quais o Matrigel pudesse ser diluído ao máximo mas que, 
ainda assim, formasse um gel firme e espesso o bastante para o ensaio proposto.  
Testamos inicialmente a diluição de Matrigel de 8X, a mesma utilizada em culturas 2D. Para 
isso, 500 µL do matrigel diluído 8 vezes foram aplicados em placas de 24 poços, mantidas à 
37°C por 1h. Após esse período, observamos que não houve solidificação do gel que, portanto, 
não pôde ser utilizado nos ensaios de tubulogênese. A seguir, testamos Matrigel diluído 4 vezes 
e, a princípio, houve a formação do gel, mas este foi solubilizado após plaqueamento da 
dispersão de células. Finalmente, a diluíção de 2 vezes  do Matrigel mostrou-se capaz de formar 
e manter o gel ao longo do cultivo. As culturas foram fotografadas em microscópio Nikon 
Eclipse Ti-U, em objetivas de 4, 10 e 40X em D2, D5 e D8 e os achados mais relevantes são 
mostrados na Figura 32. 
Podemos notar que as células plaqueadas sobre o gel (em D0) se agrupam, formando esferas 
já em D2 (destacadas em azul). Esse efeito é muito menos evidente em culturas suplementadas 
com relaxina, nas quais as células tendem a se espalhar sobre o gel. Além disso, percebemos que 
há um maior número de esferas de menor tamanho em culturas não suplementadas e esferas 
maiores e em menor número em culturas suplementadas com FBS. Ainda em D2, destacamos 
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(em vermelho) a formação de espículas - projeções que se originam nas esferas – em células 
cultivadas na ausência de suplementação ou na presença de soro. Em células suplementadas com 
relaxina, notamos a presença de espículas somente em D8. Ressaltamos, também, a concavidade 
notada nas esferas, principalmente em D5 e D8, revelando a capacidade de invadir o gel. Em 
células cultivadas na presença de FBS, observamos esse efeito já em D2. 
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Figura 32. Fotomicrografia em contraste de fase de coculturas em 3D após 2, 5 e 8 (respectivamente D2, D5 e 
D8) dias de cultivo, nas diferentes condições de suplementação. Notar a formação de esferas (grumos de células, 
indicados em azul) e espículas (projeções, indicados em vermelho). Fotos representativas do perfil observado em 
microscópio Nikon Eclipse Ti-U em 3 diferentes experimentos (objetiva de 4X). Barra = 10µM. 
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Para ressaltar as diferenças entre as suplementações, apresentamos, a seguir, fotomicrografias 
das coculturas em D8, utilizando objetivas de 4, 10 e 40X (Figura 33). Destamos, em vermelho, 
a participação das células de Sertoli: em culturas que receberam FBS, estão presentes nas 
espículas e, em culturas que receberam relaxina, aparecem novamente circundando as células 
germinativas.  
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Figura 33. Contraste de fase de coculturas em 3D no 8° dia de cultivo (D8), nas diferentes condições de 
suplementação (indicadas à esquerda). Espículas (projeções) indicadas em vermelho. Fotos representativas do 
perfil observado em microscópio Nikon Eclipse Ti-U (objetivas indicadas no topo). Barras = 10µM. 
 
Mesmo com as observações de que a relaxina não favoreceu a formação de túbulos em 
culturas 3D, mas sim o espalhamento e organização dos diferentes tipos celulares no interior do 
‘túbulo’, testamos o protocolo de Ensaio de formação de túbulo de célula endotelial (Assay 
methods) recomendado pela BD (fabricante do Matrigel), no qual utilizamos a matriz pura, sem 
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diluição. Nesse caso, observamos um perfil muito semelhante entre as três condições de cultivo, 
apenas notando um maior número de esferas em coculturas que receberam relaxina (Figura 34). 
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Figura 34. Contraste de fase de coculturas em 2, 5 e 8 (respectivamente D2, D5 e D8) dias de cultivo, nas 
diferentes condições de suplementação (indicadas à esquerda) em 3D. Notar a formação de esferas, indicadas em 
azul. Fotos representativas do perfil observado em microscópio Nikon Eclipse Ti-U (objetiva de 4X). Barra = 10µM. 
 
Em resumo, os ensaios utilizando coculturas em três dimensões não auxiliaram a esclarecer o 
papel da relaxina na organização celular. 
 
 
                                                                                                                    Resultados 
 
73 
 
6.3. Avaliação da organização celular em coculturas 2D por imunofluorescência. 
 
Ensaios de imunofluorescência foram realizados para esclarecer como a relaxina favorece a 
organização das células em estruturas semelhantes a túbulos em cultura bidimensionais. 
 
6.3.1. Efeito da relaxina sobre as células somáticas 
Considerando que as células somáticas desempenham um importante papel na 
citoarquitetura tubular e na formação do nicho, passamos a avaliar, por imunofluorescência, o 
efeito da relaxina sobre as células de Sertoli, avaliando a expressão do receptor de FSH (FSHR), 
e sobre as células peritubulares mióides, avaliando a expressão de α-SMA (Figura 35).  
α-SMA
Sem suplementação hRLN
FSHR
 
Figura 35. Imunofluorescência para FSHR e α-SMA (ambos em vermelho) em células cultivadas por 5 dias 
na ausência de suplementação ou previamente tratadas com relaxina humana. Imagens representativas de 3 
experimentos diferentes, adquiridas em Operetta (objetiva de 20X) e tratadas no programa Volocity. Barra = 50 µm. 
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 Podemos notar que a suplementação com relaxina promove um aumento do número de 
células positivas para FSHR (Sertoli) e α-SMA (mióides), favorecendo a proliferação das células 
somáticas, como já havíamos demonstrado por citometria de fluxo (população somática 4C). 
Notamos, também, que a relaxina favorece a organização das células peritubulares mióides que 
passam a circundar as estruturas semelhantes a túbulos. 
 
6.3.2. Efeito da relaxina sobre marcadores de junção célula-célula  
A Figura 36 mostra o efeito das diferentes suplementações sobre expressão de Cdh1 e Cdh2 
na cocultura, assim como a expressão desses genes em testículos, com a maturação sexual. A 
expressão de Cdh1 diminuiu ao longo do cultivo, assim como ao longo do desenvolvimento (de 
7 para 60 dias de idade). Já os níveis de Cdh2 em cultura foram superiores aos observados em 
testículos de 7 e 60 dias. Esses resultados demonstraram, mais uma vez, que o modelo permite 
eventos de diferenciação essenciais para a espermatogênese in vitro.  
Os seguintes efeitos foram observados com as diferentes suplementações:  
 - em D2 (após 2 dias de cultivo), a suplementação com FBS tendeu a diminuir a expressão 
de Cdh2, enquanto relaxina não afetou a expressão de Cdh1 ou de Cdh2; 
- em D5 (após 5 dias de cultivo), as suplementações tenderam a aumentar a expressão de 
Cdh2; 
- em D8 (após 8 dias de cultivo), as suplementações tenderam a aumentar a expressão de 
Cdh2, sendo este efeito mais evidente na presença de relaxina. 
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Figura 36. Níveis de mRNA para Cdh1 e Cdh2 em coculturas, após 2, 5 ou 8 dias de cultivo (D2, D5, D8), 
suplementadas ou não (ss), durante as 48 h iniciais, com 0,5% de FBS ou 100 ng/ml de RLN. Níveis relativos 
de mRNA foram determinados por PCR em tempo real, utilizando como calibrador cDNA obtido a partir de 
testículos inteiros de ratos de 7 dias de idade (representado pela barra em verde). cDNA de testículos de ratos de 60 
dias de idade (barra em roxo) foi utilizado como perfil de expressão representativo da maturação sexual. Resultados 
expressos em médias ± SEM de 3 a 4 experimentos independentes (diferentes coculturas). # representa a diferença 
estatística entre testículos de 7 e 60 dias de idade (P<0,05, teste t). 
 
Avaliamos, também, o papel de relaxina sobre expressão proteica de CDH2 (caderina 2) e 
CTNNB1 (β-catenina) por imunofluorescência (Figura 37). No painel superior, observamos a 
imunomarcação para CDH2 e podemos destacar que a relaxina pareceu aumentar a expressão da 
caderina 2 aos 5 dias de cultivo. Aos 8 dias, não houve diferenças marcantes decorrentes da 
ausência ou presença de suplementação. No painel inferior, observamos a imunomarcação para 
CTNNB1 e notamos que a suplementação com relaxina promoveu um aumento marcante na 
expressão da β-catenina aos 5 dias de cultivo, principalmente nas células que estão no interior 
das estruturas semelhantes a túbulos (podemos notar células não marcadas circundando os 
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‘túbulos’). Aos 8 dias de cultivo não foram observadas evidentes alterações na expressão de 
CTNNB1 decorrentes da suplementação utilizada. 
 
Figura 37. Imunofluorescência para CDH2 e CTNNB1 (ambos em vermelho) em células cultivadas por 5 e 8 
dias,na ausência de suplementação ou previamente tratadas com relaxina humana. Imagens representativas de 
3 experimentos diferentes, adquiridas em Operetta (objetiva de 20X) e tratadas em programa Volocity. Barra = 50 
µm. 
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III. EFEITO DO SILENCIAMENTO DA RELAXINA ENDÓGENA. 
 
Na figura 38, são mostrados os resultados da imunomarcação para forma precursora da 
relaxina de rato (endógena).  Observamos que  a síntese de relaxina tende a aumentar ao longo 
do cultivo e que a suplementação com relaxina humana favorece a síntese já aos 5 dias.  
Sem suplementação hRLN
D5
D8
 
Figura 38. Imunofluorescência para relaxina (vermelho) em células cultivadas por 5  e 8 dias na ausência de 
suplementação ou previamente tratadas com relaxina humana. Imagens representativas de 3 experimentos 
diferentes, adquiridas em Operetta (objetiva de 20X) e tratadas em programa Volocity. Barra = 50 µm. 
 
 
Para esclarecer qual o envolvimento da relaxina endógena nos eventos demonstrados até 
aqui, passamos a silenciar o gene da relaxina. 
Inicialmente determinamos o melhor dia para a transfecção. Considerando as características 
do modelo de cocultura utilizado e buscando o silenciamento mais efetivo, realizamos o 
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procedimento em três momentos diferentes: dia 0 (D0), dia 2 (D2) e dia 3 (D3), avaliando o 
efeito no 5º ou 8º dia de cultivo. Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 39. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39. Porcentagem de expressão gênica de relaxina, avaliada por PCR em tempo real, utilizando 5 nM 
de siRNA Rln #1, em diferentes dias de cultivo: 0, 2 e 3 dias após o início da cultura (D0, D2, e D3). A linha 
tracejada (100%) corresponde à expressão gênica de relaxina em células transfectadas com o controle negativo.  As 
porcentagens de silenciamento estão indicadas junto às setas. 
 
De acordo com o observado acima notamos que o silenciamento foi mais efetivo quando 
a transfecção foi realizada no 2º dia de cultivo.  
A seguir, avaliamos a porcentagem de silenciamento do gene da relaxina com as duas 
sequências (Rln#1 e Rln#2), transfectadas separadamente ou cotransfectadas (Rln#1 + Rln#2), 
em culturas mantidas na ausência de suplementação (Tabela 5). 
 
Tabela 5. Porcentagem de silenciamento de Rln, avaliada em D5 e D8, após transfecção com 5 nM das 
sequências indicadas em D2. Valores expressos como porcentagem média de culturas transfectadas com controle 
negativo ± SEM de 4 diferentes experimentos (diferentes coculturas). 
 
D5 D8 
Rln#1 Rln#2 Rln#1 + Rln#2 Rln#1 Rln#2 Rln#1 + Rln#2 
17,59 ± 35,11 60,11 ± 17,53 56,07 ± 20,35 27,93 ± 23,55 50,89 ± 5,41 29,58 ± 24,24 
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Como destacado na tabela acima, a sequência 2 foi mais eficaz para promover o 
silenciamento, tanto em D5 quanto em D8. Notamos também que a mistura das duas sequências 
apresentou uma porcentagem intermediária e não um efeito aditivo. Portanto, a sequência 2 
(Rln#2) foi selecionada para a avaliação do efeito do silenciamento da relaxina endógena sobre a 
diferenciação das células germinativas e organização celular. 
As células foram cultivadas na ausência de suplementação (ss) ou na presença de uma 
suplementação inicial de 48 horas com relaxina humana, 100 ng/ml (hRLN). No segundo dia de 
cultivo, foram transfectadas com o siRNA controle negativo ou com Rln#2. A cultura continuou 
na ausência de suplementos até o quinto (D5) ou oitavo dia (D8). A Figura 40 apresenta a 
representação esquemática do protocolo de cultivo utilizado nos demais experimentos.  
Sem suplementação
ou hRLN 100ng/mL
0 1 2 3 4 5 8
Dias de 
cultivo
Sem suplementação 
6 7
Dias de 
experimentos 
Transfecção
NC ou Rln#2 
 
Figura 40. Esquema representativo do protocolo de cultivo adotado para estudo do efeito do silenciamento da 
relaxina com a sequência Rln#2. NC: si RNA controle negativo.  
 
1. Efeito do silenciamento de relaxina endógena sobre a expressão dos marcadores 
pré-meióticos Plzf e c-Kit 
 
Visto que o principal efeito do tratamento com relaxina exógena pareceu ser sobre a 
expressão de marcadores de células pré-meióticas PLZF e c-kit, passamos a quantificar o efeito 
do silenciamento de relaxina endógena sobre esses marcadores, por PCR em tempo real. 
Na Figura 41 pode ser observado que o silenciamento da expressão de relaxina endógena  
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aumenta de forma significativa a expressão de Plzf e c-kit em D5 e em D8. O tratamento prévio 
com relaxina exógena antes do silenciamento impediu o efeito deste último sobre os marcadores 
pré-meióticos da espermatogênese. Avaliamos também o efeito de relaxina sobre o marcador de 
meiose Sycp3 e pós-meiótico Odf2, mas os efeitos foram muito variáveis e não foi detectada 
diferença estatisticamente significante em relação ao controle negativo (dados não mostrados). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 41. Efeito do silenciamento do gene da relaxina sobre a expressão de mRNA para marcadores pré-
meióticos Plzf e c-kit, após 5 ou 8 dias de cultivo (D5 e D8), em culturas não suplementadas ou previamente 
tratadas com hRLN.  Níveis relativos de mRNA foram determinados por PCR em tempo real, utilizando, como 
calibrador, cDNA obtido a partir de testículos inteiros de ratos de 7 dias de idade, corrigidos pela proporção de 
células germinativas. A linha tracejada (100%) corresponde aos resultados observados em células transfectadas com 
siRNA controle negativo (NC). Resultados expressos como porcentagem de NC, coletados a partir de 3 a 4 
experimentos independentes (diferentes coculturas). * representa diferença estatística no controle (P<0,05, teste t, 
comparando valores obtidos entre silenciamento com sequência Rln#2 e cotrole negativo). 
 
 
 
2. Efeito do silenciamento de relaxina endógena sobre a organização celular 
 
Considerando que o tratamento com relaxina teve um efeito notável sobre a organização 
celular, passamos a investigar o efeito do silenciamento da relaxina endógena sobre esse 
parâmetro. Além disso, observamos o efeito do tratamento com relaxina exógena, antes do 
silenciamento. Fotomicrografias em contraste de fase foram obtidas após 5 ou  8 dias de cultivo 
(Figuras 42 e 43, respectivamente).  
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Observamos em D5 que o silenciamento da relaxina endógena em D2 afeta a organização 
celular e que muitas células germinativas estão retraídas e aparecem isoladas sobre as células 
somáticas. Notamos, ainda, que o tratamento com relaxina exógena antes do silenciamento da 
relaxina endógena mantém uma discreta organização das células testiculares, em estruturas 
semelhantes a túbulos. Em D8, observamos uma ligeira recuperação da organização nas placas 
onde houve o silenciamento da relaxina, mesmo sem a suplementação prévia com relaxina 
exógena. Destacamos, ainda, que placas previamente tratadas com relaxina apresentam um perfil 
bastante organizado, muito semelhante às placas não transfectadas, demonstrando uma 
complexidade interna muito peculiar.  
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Figura 42. Fotomicrografia de contraste de fase de coculturas após 5 dias de cultivo, na ausência de 
suplementação ou previamente tratadas com relaxina humana, antes do silenciamento da relaxina endógena. 
Fotos representativas do perfil observado em todas as co-culturas em microscópio Nikon Eclipse Ti-U (objetiva de 
10X). Barra = 10µm. 
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Figura 43. Fotomicrografia de contraste de fase de coculturas após 8 dias de cultivo, na ausência de 
suplementação ou previamente tratada scom relaxina humana, antes dos silenciamento da relaxina endógena. 
Fotos representativas do perfil observado em todas as co-culturas em microscópio Nikon Eclipse Ti-U (objetiva de 
10X). Barra = 10µm. 
 
Considerando o efeito marcante da relaxina sobre as células peritubulares mióides e, por 
sua vez, seus efeitos sobre a organização das células testiculares em cultura, avaliamos o efeito 
do silenciamento da relaxina endógena sobre a expressão do marcador de células mióides, α-
SMA, por imunoflorescência (Figura 44).  
Podemos observar que as células mióides peritubulares aparecem isoladas em culturas 
não suplementadas e, quando transfectadas com Rln#2 se mostram retraídas ou com fibras de 
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actina aparentemente interrompidas. Em culturas previamente tratadas com hRLN, observamos 
que as células mióides circundam as estruturas semelhantes a túbulos e que o silenciamento da 
relaxina endógena interfere justamente nesse efeito. Esse resultado, embora ainda preliminar, 
reforça as observações anteriores de que relaxina é importante para o processo de organização 
das células testiculares. 
 
Figura 44. Imunofluorescência para α-SMA em células cultivadas por 5 dias na ausência de suplementação 
ou previamente tratadas com relaxina humana, e submetidas ou não ao silenciamento da relaxina endógena 
com Rln#2. Imagens adquiridas em Operetta (objetiva de 20X) e tratadas em programa Volocity. Barra = 10 µm.
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           O papel da relaxina para a reprodução masculina ainda é obscuro. Estudos conduzidos em 
nosso laboratório têm investigado a possibilidade de que relaxina desempenhe um papel 
autócrino/parácrino em testículo, com base principalmente nas seguintes evidências: 1) a deleção 
do gene para relaxina em camundongos resulta em atraso no desenvolvimento testicular e 
infertilidade (Samuel et al., 2003a); 2) Relaxina foi identificada no epitélio seminífero de 
animais imaturos, de 15 dias, e adultos, de 120 dias, e o receptor RXFP1 foi localizado em 
células de Sertoli de animais imaturos e em células da linhagem germinativa de animais adultos, 
com especial destaque para espermátides alongadas; também em espermátides alongadas foi 
detectada a expressão de RXFP2 (Filonzi et al., 2007; Cardoso et al., 2010), que pode ser ativado 
por relaxina humana (Hsu et al., 2002); 3) Relaxina estimula a proliferação de células de Sertoli 
em cultura, por um mecanismo dependente da ativação das vias MEK/ERK1/2 e PI3K/AKT 
(Cardoso et al., 2010; Nascimento et al., 2012).  
O objetivo do presente estudo foi investigar o papel de relaxina sobre a espermatogênese. 
Desde que para esse estudo seria imprescindível um modelo de diferenciação de células 
germinativas apropriado, nossos esforços foram, em grande parte, dirigidos inicialmente para 
essa finalidade. Vários obstáculos precisaram ser transpostos: 1) Em sua grande maioria, os 
modelos existentes ou precisam deter a diferenciação das células germinativas (manutenção das 
SSCs in vitro, por exemplo), adicionando ao meio de cultura fatores inibitórios apropriados, ou 
visam a produção de espermatozoides in vitro, necessitando, ao contrário, da adição de 
componentes ativadores da diferenciação. Essas condições, naturalmente, eram inviáveis para 
nossa finalidade; 2) Outro obstáculo é o fato de não ser possível cultivar células germinativas 
isoladamente. Há necessidade de culturas mistas, e isso dificulta a caracterização do efeito sobre 
um determinado tipo celular, e, no caso de células de Sertoli maduras, há a dificuldade de 
distinguir entre o efeito do agente a ser estudado e de fatores produzidos pelas próprias células 
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de Sertoli. Ainda dentro desse aspecto, um outro fator precisou ser considerado: mesmo 
utilizando células de Sertoli imaturas, o tempo de cultivo não poderia ser prolongado a ponto de 
permitir que possíveis fatores produzidos por células de Sertoli diferenciadas pudessem interferir 
nos efeitos observados; 3) Um terceiro fator é o tipo de matriz a ser empregado que, ao mesmo 
tempo em que deve permitir a ocorrência de diferenciação celular, deve possibilitar a 
identificação do efeito específico do agente em questão.  
Atentos a todos esses aspectos, conseguimos desenvolver um modelo de cocultura de 
células testiculares, retiradas de testículos de animais de 7 dias, e cultivadas sobre uma matriz 
(Matrigel) que recebeu um tratamento para minimizar a interferência de seus componentes, 
permitindo a proliferação e diferenciação de SSCs e espermatogônias tipo A até a fase pós-
meiótica (espermátides com flagelo), em curtos períodos. Esse modelo permitiu estabelecer um 
papel para relaxina em etapas iniciais e mais avançadas da espermatogênese e pode ser útil para 
identificação do papel de outros fatores que podem atuar sobre o processo.  
A seguir, discutiremos com mais detalhes as etapas principais de estabelecimento do 
modelo utilizado. 
 Efeito do Matrigel sobre a diferenciação das células germinativas 
Matrigel pode ter um papel na diferenciação celular por mimetizar a arquitetura tecidual ou 
pelo efeito de fatores de crescimento presentes em sua composição. Matrigel é uma preparação 
de membrana basal solubilizada, extraída do sarcoma Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) de 
camundongo, rica em proteínas de matriz extracelular. Seu principal componente é a laminina, 
seguida pelo colágeno tipo IV, e fatores de crescimento como TGF-beta, EGF, FGF, entre 
outros. Modelos de cocultura descritos na literatura utilizam o Matrigel justamente para 
mimetizar a arquitetura tecidual e permitir a diferenciação das células. Lee e colaboradores 
(2006) demonstraram que culturas em três dimensões utilizando Matrigel favorecem a 
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diferenciação de células germinativas de ratos. Hadley e colaboradores (1985 e 1988) discutiram 
o papel da matriz extracelular na diferenciação das células de Sertoli, na formação dos cordões 
testiculares e no desenvolvimento das células germinativas in vitro. Foram comparadas culturas 
sem adição de matriz, com adição de matriz extraída do sarcoma EHS (o mesmo do Matrigel 
comercial) ou extraída de cocultura de células de Sertoli e miódes. Células cultivadas em plástico 
(sem adição de matriz) mantêm-se em monocamada e geralmente indiferenciadas, eventuais 
germinativas não são retidas por não aderirem; na presença de matriz Sertoli-mióide, sofrem 
alteração da morfologia e suportam algumas germinativas e, na presença de matriz EHS, são 
polarizadas, podendo se reorganizar em cordões, e retêm as células germinativas, que se 
diferenciam. Portanto, algo presente nesse tipo de preparação poderia desencadear o processo de 
diferenciação.  
Apesar da disponibilidade de uma forma comercial de Matrigel que apresenta 
concentrações reduzidas de fatores de crescimento (Matrigel GFR), nossos estudos mostraram 
que os efeitos observados sobre o número total e sobre diferenciação das células germinativas 
persistem.  
Na tentativa de estabelecer um protocolo alternativo para nosso estudo, testamos duas 
abordagens distintas:  
a) Tentar minimizar possíveis efeitos de fatores de crescimento presentes no Matrigel 
por meio da incubação prévia das placas cobertas com matriz em meio nutritivo livre 
de soro (35C, 20 h), seguida por uma lavagem com PBS, para eliminar fatores de 
crescimento difundidos para o meio nutritivo, antes do plaqueamento das células. 
b) Utilizar gelatina em lugar de Matrigel. A gelatina é basicamente composta de 
colágeno hidrolisado. 
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Os resultados apresentados mostraram que a matriz extracelular tem um papel crucial para 
a diferenciação das células germinativas. A formação de células haploides foi maior em placas 
cobertas com Matrigel sem tratamento, ou seja, possivelmente fatores de crescimento presentes 
nessa matriz atuam no processo de diferenciação meiótica (formação das populações HC e 1C). 
A gelatina foi descartada por não reter células germinativas e promover microcitose.  
O esclarecimento do efeito do tratamento sobre o Matrigel requer estudos adicionais. O 
meio que ficou em contato com a matriz por 20h (meio condicionado), foi recolhido e utilizado 
para suplementação de coculturas, na tentativa de observar se o efeito do Matrigel no aumento da 
razão G/S e na formação de populações HC e 1C era recuperado, mas nenhuma variação foi 
observada (dados não mostrados). Alternativamente, o meio condicionado foi liofilizado, 
ressuspenso e submetido a HPLC e espectrometria de massa (Prof. Antonio Miranda, Depto. 
Biofísica da UNIFESP), utilizando meio DMEM/F12, sem suplementação, como controle. Não 
foi detectada diferença significativa dos perfis da espectrometria de massa, mas isso não descarta 
a possibilidade de que a concentração de fatores liberados esteja abaixo do limite de detecção da 
metodologia empregada. Não podemos ignorar que a concentração de fatores de crescimento 
presentes no Matrigel é baixa (BD Matrigel matrix, Frequently Asked Questions), e que somente 
alguns fatores (VEGF121, VEGF165) são descritos como formas difusíveis (Ferrara, 2010; Taub et 
al., 1990). Em resumo, o tratamento do Matrigel por incubação prévia com meio livre de 
suplementos é eficaz para reduzir o processo de diferenciação das células germinativas na 
ausência de suplementos no meio nutritivo, seja por possível remoção de formas difusíveis de 
fatores de crescimento ou por modificação na arquitetura da matriz.  
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Efeito da suplementação nas 48h iniciais com FBS ou relaxina sobre a diferenciação das células 
germinativas 
Apesar do tratamento do Matrigel ter diminuído o impacto da matriz sobre a diferenciação 
celular, ainda houve certo grau de diferenciação, mesmo na ausência de suplementação. 
Entretanto, o processo de diferenciação no Matrigel tratado é mais contido e controlado, e 
permitiu distinguir o efeito entre as suplementações. Cabe ressaltar que a diferenciação que 
ocorre na ausência de qualquer suplementação pode ser explicada por algum efeito residual da 
matriz ou, ainda, pela própria diferenciação das células de Sertoli durante o cultivo, já que 
células de Sertoli diferenciadas produzem fatores importantes para o processo de 
espermatogênese. Além disso, identificamos a presença de células peritubulares mióides na 
cocultura. Sabe-se que células peritubulares desempenham diversas funções importantes para 
fisiologia testicular: 1) são contratéis e auxiliam o transporte de espermatozoides e fluido 
testicular nos túbulos; 2) secretam várias substâncias, incluindo componentes de matriz 
extracelular como fibronectina, colágeno tipo I e IV, proteoglicanos e fatores de crescimento 
(PModS, TGFbeta, IGF-1, ativina-a, e, pelo menos células peritubulares de roedores, podem 
secretar outras citocinas, incluindo a proteína quimioatrativa MCP-1, e o inibidor de fator 
inibitório de leucemia, LIF) (Schuppe & Meinhardt, 2005); 3) contêm receptor de andrógeno 
AR, que participa da diferenciação destas células (Schlatt et al., 1993). Adicionalmente, fatores 
parácrinos e interações via matriz extracelular são reconhecidamente mediadores da 
diferenciação de células peritubulares e células de Sertoli (Skinner et al., 1985; Norton & 
Skinner 1989; Raychoudhury et al., 1993). 
Avaliamos, então, o efeito da suplementação em diferentes fases do cultivo, 2, 5 ou 8 dias, 
procurando verificar o efeito da suplementação hormonal nos estágios iniciais (D2), 
intermediários (D5) e finais da cocultura (D8). Esse protocolo permitiu definir que a 
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suplementação nas 48 horas iniciais é o determinante para distinguir seu efeito, e que a 
suplementação sustentada não mostrou efeitos distintos. A caracterização do efeito das 
suplementações foi feita tanto pela quantificação da expressão gênica por PCR em tempo real, 
quanto pela expressão proteica de marcadores de diferentes fases do processo espermatogênico 
por citometria de fluxo ou imunofluorescência. A figura 45 mostra o mapa de calor que resume 
os resultados da quantificação da expressão gênica. 
 
 
 
 
 
Figura 45. Mapa de calor representando a expressão de mRNA para os marcadores de células germinativas, 
nos diferentes períodos de cultivo (2, 5 e 8 dias). Dados expressos em porcentagem média de expressão em 
relação ao controle sem suplementação. Em verde são representadas amostras com expressão inferior ao controle 
(preto) e em vermelho, amostras com expressão superior. * níveis de expressão que apresentaram relevância 
estatística. 
 
A adição de FBS teve principalmente um efeito inibitório sobre a expressão gênica de 
marcadores de células germinativas, tanto de etapas iniciais como de meiose e pós-meiose. Esse 
resultado sugere que existem componentes no soro que são inibidores do processo de 
espermatogênese, fato já citado na literatura (Sato et al., 2011). Relaxina mostrou um efeito 
predominantemente estimulatório, principalmente sobre marcadores relacionados à diferenciação 
de células da linhagem germinativa. Como num mesmo período de cultivo (D5) foi possível 
verificar a tendência da relaxina a aumentar a expressão de marcadores pré e pós-meióticos, 
apresentando resultados estatisticamente significantes nos níveis de c-Kit e Odf2, sugerimos que 
relaxina possua um papel importante tanto nas fases iniciais quanto tardias da espermatogênese.  
  
  
  
D2 D5 D8 
ss FBS RLN  ss FBS RLN  ss FBS RLN 
Plzf            
c-Kit       *     
Sycp3            
Odf2       *     
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Para complementarmos os estudos sobre o efeito da suplementação com relaxina nas 48h 
iniciais de cultivo, selecionamos marcadores proteicos de células germinativas 2C (PLZF, c-KIT 
e SYCP3), para os experimentos de citometria de fluxo. A figura 46 resume, na forma de mapa 
de calor, o efeito das suplementações sobre os níveis proteicos desses marcadores. 
 
 
 
 
 
 
Figura 46. Mapa de calor representando a expressão dos marcadores proteicos específicos de células 
germinativas 2C nos diferentes períodos de cultivo (2, 5 e 8 dias). Dados expressos em porcentagem média de 
expressão em relação ao controle sem suplementação. Em verde são representadas amostras com expressão inferior 
ao controle (preto) e em vermelho, amostras com expressão superior. * níveis de expressão que apresentaram 
relevância estatística. 
 
 
Relaxina aumentou de forma estatisticamente significante a expressão de PLZF e c-KIT. 
Os experimentos de imunofluorescência vieram confirmar o aumento da expressão de PLZF e c-
KIT e permitiram detectar um aumento da expressão de ODF2, não detectado pela citometria de 
fluxo, devido ao baixo número de células marcadas. Em conjunto, os resultados sugerem que a 
relaxina favorece as etapas pré e pós-meióticas da espermatogênese. Vale, entretanto, destacar 
que o aumento da expressão de SYCP3 foi mais variável, e não atingiu significância estatística. 
Portanto, os possíveis efeitos de relaxina sobre a meiose ainda precisam ser melhor explorados.  
Sendo os efeitos da relaxina mais evidentes, e estatisticamente significativos, sobre 
expressão de PLZF e c-KIT, destacamos na Figura 47 o perfil esperado da expressão destes 
marcadores na fase pré-meiótica. 
 
   D2  D5   D8  
    ss FBS RLN   ss FBS RLN   ss FBS RLN 
PLZF       *     
c-KIT       *     
SYCP3            
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Figura 47. Esquema representativo do padrão de expressão dos marcadores proteicos PLZF e c-KIT em 
células germinativas pré-meióticas (Adaptado de Tokuda et al., 2007). 
 
 Observamos que a expressão de PLZF se correlaciona inversamente com a expressão de 
c-KIT em espermatogônias. Filipponi e colaboradores (2007) identificaram 2 sítios de ligação de 
PLZF no promotor de c-KIT e demonstraram que mutações nos sítios aboliram a responsividade 
do promotor de c-KIT a PLZF, sugerindo uma fina regulação do balanço entre autorrenovação e 
diferenciação das espermatogônias. Sabe-se que PLZF é essencial para manutenção de células 
tronco, incluindo SSCs (Castoya et al., 2004), e que a expressão pós-natal de c-KIT está 
confinada a espermatogônias do tipo A1 a B, mediando divisões mitóticas mais tardias e 
marcando a transição de espermatogônias indiferenciadas para diferenciadas, direcionadas à 
meiose (Filipponi et al., 2007). Em cabras leiteiras, a superexpressão de PLZF promove a 
proliferação e regula positivamente a expressão de genes associados à pluripotência de SSCs 
(Song et al., 2013). 
Nossos resultados de citometria de fluxo mostraram que a relaxina promove um aumento 
da expressão de PLZF e que pode, portanto, ser um fator importante na regulação da 
autorrenovação das células-tronco germinativas. Relaxina promove, ao mesmo tempo, um 
aumento de c-KIT, demonstrando que a capacidade de diferenciação destas células também é 
favorecida pelo hormônio. Já os resultados da expressão dos transcritos, nos quais observamos 
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que a relaxina promoveu um aumento de mRNA para Odf2 (um marcador da formação de 
flagelo) apontam para um possível papel na fase pós-meiótica.  
Relaxina teve um efeito notável sobre a organização das células em cultura, observado 
inicialmente por microscopia óptica com contraste de fase. Por imunofluorescência, notamos 
que, em culturas suplementadas com relaxina, células positivas para c-KIT aparecem dispostas 
na periferia de estruturas semelhantes a túbulos, o que é esperado para espermatogônias. 
Também observamos um aumento no número de células de Sertoli (positivas para FSHR) e 
peritubulares mióides (positivas para α-SMA). A proliferação de células de Sertoli após estímulo 
com relaxina já foi anteriormente descrita por nosso grupo (Cardoso et al., 2010; Nascimento et 
al., 2012), entretanto, o efeito deste hormônio sobre células peritubulares mióides é um dado 
novo. As análises de imunofluorescência revelaram ainda que, após suplementação com relaxina, 
células mióides aparecem circundando as estruturas semelhantes a túbulos. Além disso, pudemos 
identificar a expressão do receptor RXFP2 nestas células após 8 dias de cultivo, e demonstramos 
que a suplementação com relaxina aumenta sua expressão. Por outro lado, não detectamos a 
expressão de RXFP1 em células mióides. Por imunohistoquímica com cortes em criostato de 
testículo de ratos adultos, foi detectada a expressão de RXFP1 em células mióides (Filonzi et al., 
2007). 
Quando RXFP1 e RXFP2 são superexpressos em células HEK293, a relaxina humana se 
liga a ambos com afinidade semelhante, ativando a produção de AMP cíclico (Hsu et al., 2002). 
Entretanto, estudos subsequentes revelaram que INSL3, e não relaxina, é o ligante endógeno de 
RXFP2, baseados em algumas evidências: a deleção do gene para INSL3 ou RXFP2 causa 
criptorquidismo (Bogatcheva et al., 2003); superexpressão de relaxina não é capaz de reverter o 
criptorquidismo em animais knockout para RXFP2 (Feng et al., 2006). Além disso, relaxina de 
espécies distintas tem diferente especificidade de ligação a RXFP1 e RXFP2. Enquanto a 
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relaxina humana é capaz de ligar-se e ativar ambos os receptores, a relaxina de rato somente se 
liga a RXFP1 (Halls et al., 2007). Como utilizamos, no presente estudo, relaxina humana, não 
podemos descartar a possibilidade de que o hormônio possa interagir com RXFP2. Além disso, 
em condições fisiológicas, em humanos, ainda não pode ser descartado que relaxina possa ativar 
o receptor RXFP2, mesmo com menor afinidade.  
Está atualmente bem estabelecido que o par INSL3/RXFP2 medeia o processo de descida 
testicular. Sabe-se que a expressão de Insl3 ocorre especificamente em células de Leydig 
embrionárias e adultas, e é regulada por fatores como SF-1 (steroidogenic factor 1) e DAX-1 
(dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, on chromosome X, gene 1) 
(Zimmermann et al., 1998; Koskimies et al., 2002). DAX-1 é um gene crucial para a 
diferenciação testicular, e regula o desenvolvimento das células peritubulares mióides e a 
formação de cordas testiculares. Deleção do gene Dax1 em camundongo induz disgênese 
testicular, manifestada pela obstrução da rete testis pelas células de Sertoli e por células de 
Leydig hiperplásicas, levando à dilatação do túbulo seminífero e à degeneração de células 
germinativas. As cordas testiculares de animais Dax1
-/- 
são desorganizadas e incompletamente 
formadas. Nesses animais, apesar do número de células germinativas e de Sertoli não estar 
alterado, e da expressão de marcadores específicos de células de Sertoli ser normal, o número de 
células peritubulares mióides está reduzido. A lâmina basal está rompida, levando à abertura e 
formação incompleta de cordas testiculares. Portanto, Dax1 parece desempenhar um papel 
crucial na diferenciação testicular, por regular o desenvolvimento das células peritubulares e 
garantir a formação de cordas testiculares intactas (Meeks et al., 2003). Nosso modelo de 
cocultura apresenta menos de 2% de células de Leydig, portanto, o efeito observado da relaxina 
sobre a expressão do receptor RXFP2 em células mióides, bem como o envolvimento destas na 
organização celular, não deve ser atribuído a uma possível ação da relaxina aumentando a síntese 
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local de INSL3. Vale ressaltar, ainda, que o knockout condicional de Rxfp2 em células 
germinativas não afetou a descida testicular, a espermatogênese ou a fertilidade de camundongos 
adultos (Huang et al., 2012). Após suplementação com relaxina nas 48 h iniciais de cultivo, 
observamos o aumento dos níveis de expressão de RXFP2 em células mióides somente após 8 
dias de cultivo, o que pode sugerir um efeito indireto e mais tardio da suplementação com 
relaxina. É possível que DAX-1, produzido pelas células de Sertoli (Meeks et al., 2003), atue nas 
células peritubulares mióides, regulando tanto seu efeito na organização celular, quanto a 
expressão de RXFP2. O papel da relaxina sobre a expressão de Dax1 e a diferenciação de células 
de Sertoli e peritubulares mióides ainda precisa ser esclarecido e faz parte da proposta de 
continuidade do presente trabalho. 
Ainda quanto ao efeito da relaxina sobre a organização celular, especulamos que também 
possa ser decorrente de uma ação estimulatória sobre a produção de proteínas, pelas células de 
Sertoli e peritubulares mióides, que poderiam afetar as junções entre células de Sertoli, e células 
de Sertoli e germinativas; afetar componentes de matriz extracelular e/ou interferir com 
processos de adesão e migração celular. A maturação das células de Sertoli pode modificar suas 
interações com células germinativas (Tarulli et al., 2012), e um dos mecanismos envolvidos é a 
produção, pelas células de Sertoli, de proteínas que participam das junções entre Sertoli-
germinativas. Dados da literatura mostram que testículos de animais imaturos, de 07 dias 
expressam níveis mais altos de caderina 1 (Cdh1,Wu et al., 1993), que pode mediar a interação 
entre células germinativas, e entre espermátides redondas e células de Sertoli (Johnson & 
Boekelheide, 2002). Já testículos de animais de 14 dias expressam níveis mais altos de Cdh2 
(Wu et al., 1993), que participa de junções entre células de Sertoli e parece estar envolvida na 
adesão de células de Sertoli e germinativas, sendo observadas nas junções Sertoli-
espermatogônias, Sertoli-espermatócitos e Sertoli-espermátides alongadas (Johnson & 
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Boekelheide, 2002). Relaxina estimula a expressão de caderina 1 em células do câncer mamário 
MCF7 (Sacchi et al., 1994). Na cocultura, entretanto, o tratamento com relaxina tendeu a 
aumentar os níveis de RNA mensageiro para Cdh2 e a expressão da proteína CDH2, após 5 dias 
de cultivo.  
Concomitante ao aumento da expressão de CDH2, os resultados de imunofluorescência 
mostraram que relaxina promoveu aumento marcante na expressão de β-catenina (CTNNB1), 
especificamente nas células organizadas em estruturas semelhantes a túbulos. Esses resultados 
fortalecem a ideia de que relaxina tem um papel na diferenciação e organização de células 
testiculares. Durante o desenvolvimento de muitos tecidos, β-catenina pode participar de 
distintos mecanismos moleculares de ação, em diferentes localizações subcelulares: 
transativação de genes no núcleo (associada à sinalização da Wtn, termo derivado da contração 
do nome do gene Wingless) e a adesão célula-célula na membrana (Nelson & Nusse, 2004). β - 
catenina é altamente expressa em células de Sertoli e germinativas de embriões de camundongos. 
Fleming e colaboradores (2012) evidenciaram que β–catenina é expressa em membranas de 
células germinativas, sendo a expressão particularmente intensa em regiões de contato entre elas. 
Também observaram uma expressão abundante de β–catenina e caderina 2 entre células de 
Sertoli, associadas em grupos intercalados com células germinativas. A coexpressão de β–
catenina e caderinas na membrana celular é geralmente considerada uma indicação de que 
junções aderentes são formadas e funcionais. Em roedores adultos, a expressão de β-catenina 
persiste em células de Sertoli e germinativas (Lee et al., 2005; Tanwar et al., 2010), sendo 
encontrada em especializações ectoplásmicas, que são junções aderentes específicas do testículo, 
formadas entre as células de Sertoli do compartimento basal, bem como entre células de Sertoli e 
germinativas do compartimento adluminal do epitélio seminífero (Lombardi et al., 2012; Cheng 
& Mruk, 2012). Portanto, nossos resultados sugerem que um possível mecanismo para explicar a 
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participação de relaxina no processo de organização das células testiculares em cocultura pode 
ser o aumento da expressão de proteínas que participam de junções especializadas típicas da 
interação de células diferenciadas (somáticas e germinativas).  
Em resumo, relaxina mostrou-se importante para o balanço entre autorrenovação e 
diferenciação de espermatogônias, para a organização de estruturas semelhantes a túbulos e para 
uma maior produção de níveis de células flageladas (espermátides), participando, portanto, de 
várias etapas do processo espermatogênico. 
 
Efeito do silenciamento da relaxina endógena 
Na tentativa de esclarecer o papel da relaxina endógena sobre os eventos discutidos até aqui, 
realizamos o silenciamento com siRNAs específicos para relaxina de rato. Analisando os efeitos 
sobre a expressão de marcadores de células germinativas pré-meióticas (população na qual 
observamos previamente os efeitos mais relevantes), notamos que o silenciamento aumentou de 
forma significativa a expressão de Plzf e c-kit em D5 e em D8. O tratamento prévio com relaxina 
exógena impediu o efeito do silenciamento sobre os mesmos marcadores. Além disso, o 
silenciamento resultou em efeitos relevantes sobre organização celular: culturas onde foi 
realizado o silenciamento se mostraram desorganizadas, e as células peritubulares mióides se 
mostraram isoladas e retraídas. Esses efeitos do silenciamento da relaxina endógena sobre a 
organização celular e expressão de Plzf e c-Kit puderam ser parcialmente prevenidos pelo 
tratamento das culturas com relaxina, antes do silenciamento. É importante salientar que o 
paradoxo do aumento de PLZF causado tanto pelo tratamento com relaxina exógena quanto pelo 
silenciamento da relaxina endógena é apenas aparente. Comparando os efeitos sobre a expressão 
gênica, observamos que no primeiro caso relaxina favoreceu a expressão c-Kit e Odf2, revelando 
que as células germinativas foram direcionadas à diferenciação; no segundo caso, parece ter 
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havido um impedimento do processo de espermatogênese, favorecendo a expressão de genes da 
fase pré-meiótica, com aumento dos níveis de Plzf e c-Kit, não havendo progressão para estágios 
mais avançados do processo. Esse impedimento da diferenciação pode ter sido causado pela 
desorganização das células em cultura, desfavorecendo as interações célula-célula fundamentais 
para o processo. A avaliação futura do efeito do silenciamento sobre a expressão protéica será 
útil para esclarecer quais populações de células germinativas foram afetadas. 
Resta ser determinado se os efeitos mediados por relaxina são decorrentes da interação 
com RXFP1 ou RXFP2. A relaxina humana poderia ativar ambos, mas o silenciamento da 
relaxina endógena deve afetar somente efeitos mediados por RXFP1. Estudos de silenciamento 
seletivo de RXFP1 ou RXFP2 nas coculturas poderão auxiliar a responder a esta questão. 
Entretanto, é interessante referir que Ferguson e colaboradores (2013) estudaram com maiores 
detalhes o comportamento das SSCs em testículos de camundongos Crsp
-/-
, os quais apresentam 
uma deleção no cromossoma 13 que remove completamente o gene que codifica Rxfp2, levando 
ao criptorquidismo. Animais Crsp
-/-
 apresentaram profundas modificações na estrutura testicular, 
com severo aumento das anormalidades com a idade: o número de células positivas para PLZF 
aumentou aos 3 meses, não sendo alterado aos 10 dias ou 6 meses de idade, e o número de 
células haploides diminuiu. Os autores sugerem que o knockout de RXFP2 afeta a manutenção 
da população de SSCs, o que pode direcionar estas células para a diferenciação, reduzindo 
posteriormente o pool de SSCs e prejudicando a espermatogênese. Portanto, mecanismos que 
modifiquem as interações entre células somáticas e germinativas e ainda alterem a fina regulação 
entre autorrenovação e diferenciação das células germinativas, como observado no 
criptorquidismo e observado com o silenciamento da relaxina endógena, podem ocasionar 
distúrbios na espermatogênese.  
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De maneira geral, o presente trabalho apresenta um modelo de cocultura inovador que 
poderá ser uma ferramenta interessante em estudos sobre o envolvimento de outros compostos na 
regulação da espermatogênese e ressalta a importância de se avaliar o efeito da matriz utilizada 
em modelos in vitro. Demonstramos, também, que a relaxina promove um aumento no número 
de células 2C, principalmente espermatogônias positivas para PLZF e c-KIT, e favorece a 
diferenciação das células germinativas, aumentando a expressão de Odf2 concomitantemente. 
Adicionalmente, relaxina apresenta um efeito marcante sobre a organização de células 
testiculares em cocultura, com especial destaque para o envolvimento das células peritubulares 
mióides.  
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 O presente trabalho nos permitiu concluir que: 
a)  O modelo de cocultura de células testiculares desenvolvido permite a diferenciação de células 
germinativas até a formação de espermátides haploides. A matriz desempenha um papel 
importante e seus efeitos foram cuidadosamente avaliados.  
b)  Relaxina atua em etapas iniciais e tardias da espermatogênese, mantendo principalmente a 
população de células germinativas 2C, composta por espermatogônias indiferenciadas (positivas 
para PLZF) e diferenciadas (positivas para c-KIT), e favorecendo a formação de células pós-
meióticas. Relaxina exerce um efeito notável sobre a organização das células testiculares em 
cultura, com disposição de espermatogônias diferenciadas, positivas para c-KIT, na periferia das 
estruturas semelhantes a túbulos. Além disso, relaxina favoreceu o aumento do número de 
células mióides, que circundam as estruturas semelhantes a túbulos. 
c)  O silenciamento da relaxina endógena com siRNA demonstrou efeitos relevantes sobre a 
organização celular, e pareceu impedir a progressão da espermatogênese, favorecendo a 
expressão de genes da fase pré-meiótica (Plzf e c-Kit). 
As evidências apresentadas no presente estudo, que apontam para um papel da relaxina 
sobre a autorrenovação e diferenciação de células germinativas, bem como sobre a organização 
das células testiculares, contribuem para o entendimento dos mecanismos parácrinos testiculares, 
importantes para o processo de espermatogênese, e podem indicar um possível novo alvo para a 
terapia da infertilidade masculina. 
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The role of relaxin in male reproduction is still unclear. The knockout of relaxin 
decreases sperm maturation, and studies from our laboratory have shown that relaxin and RXFP1 
are expressed in rat Sertoli cells and relaxin stimulates Sertoli cell proliferation, which could 
indirectly affect spermatogenesis. Relaxin may directly affect spermatogenesis through 
interaction with RXFP1 previously detected in elongating spermatids. To investigate a role of 
relaxin in spermatogenesis, we developed a co-culture of cells extracted from the testis of 7-day-
old rats, which only contains spermatogonial stem cells and undifferentiated spermatogonia. 
Cells were plated on Matrigel, which was depleted of diffusible components that could interfere 
with germ cell differentiation by incubation with growth medium. Cells were cultured for 48 h in 
the absence or presence of 0.5% fetal bovine serum (FBS) or 100 ng/mL H2 relaxin (RLN). 
Cells were then kept for 24 h in supplement-free medium, and cultured for additional 48 or 120 h 
in the absence or presence of FBS or RLN. Cell number and differentiation were analyzed by 
immunocytochemistry, confocal microscopy and flow cytometry, after 2, 5 or 8 days (D2, D5 
and D8, respectively). The ratio between germ and somatic cells (G/S) fell drastically from D2 to 
D5, and this fall was not affected by FBS, but it was partially prevented by RLN, which 
preserved especially 2C and 4C populations of germ cells (spermatogonia and spermatocytes). 
RLN also increased 4C population of somatic cells. The gene and protein expression of the 
following markers of different stages of spermatogenesis was analyzed by quantitative PCR and 
flow cytometry: Plzf (undifferentiated spermatogonia), c-kit (differentiated spermatogonia), 
Sycp3 (meiosis) and Odf2 (post meiosis). RLN tended to increase gene expression of Plzf and 
significantly increased gene expression of c-Kit in D5. RLN significantly increased gene 
expression of c-kit and Odf2 in D5. RLN increased both PLZF and c-KIT protein expression in 
D5, and increased the number of ODF2-positive cells in immunocytochemistry assay. 
Furthermore RLN favored organization of cells in tubular-like structures in 2D-culture, increased 
the number of myoid cells and their arrangement in the periphery of the tubular like structures, 
and increased the number of cadherin 2 and β-catenin positive cells, possibly favoring cell-cell 
junctions. The knockdown of relaxin impaired meiotic progression and significantly increased 
gene expression of the pre-meiotic genes Plzf and c-Kit. In addition, the knockdown affected 
cellular organization, impairing the arrangement of myoid cells around the tubular structures. 
These findings suggest that RLN plays a role in spermatogenesis by increasing the number of 
pre-meiotic and post meiotic germ cells, and favoring the arrangement of testicular cells.   
